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RAPPORT DE RECHERC 



RNATIONALE 



Demi Internationale No 

PCT/FR 00/00676 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA OEMANDE t 

CIB 7 A61K31/70 C07H21/00 



Seton la classification intemaBonaJe des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAfNES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification sutvi des symbotes de classemenl) 

CIB 7 A61K C07H 



Documentation consultee autre que la documentation minimate dans la mesure oil ces documents retevent des domatnes sur iesqueks a porte la recherche 



Base de donnees eJectrontque consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la 

STRAND, EPO-Internal , BIOSIS 



base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



Identification des documents cites, avec te cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications vtsees 



EP 0 855 184 A (HEEG KLAUS PROF DR 
;LIPF0RD GRAYSON B DR (DE); WAGNER HERMANN 
PROF) 29 juillet 1998 (1998-07-29) 

* Sequence N. 2 * 

page 4, ligne 29-31,55-58; revendications 
1,7,12; figure 6; exemple 8 
page 6, ligne 35 

WO 98 18810 A (UNIV IOWA RES FOUND ;KLINE 
JOEL N (US); KRIEG ARTHUR M (US)) 
7 mai 1998 (1998-05-07) 

* Sequence 22 * 
page 10, ligne 16,17 
page 10, ligne 25-28 

page 18, ligne 28 -page 19, ligne 3 
page 22, ligne 8-28 
page 65, ligne 10-13 

-/- 



1,2,5-7, 
9,12-16 



1-4,7,8, 
10,13-17 



py" Voir la 



suite du cadre C pour la fin de la &ste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indtques en annexe 



° Categories speciaJes de documents cites: 

*A* document definissant retat general de la technique, non 

considere comme partfcutierement pertinent 
•E* document anterieur, mais publie a. la date de depot international 

ou apres cette date 
"L* document pouvant |eter un doule sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre crtatwn ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
*0* document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
*P* document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de priorite revendiquee 



'T document ulterieur publie apres ta date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de ta 
technique pertinent, mais cite pour comprendre te principe 
ou la theorie const ilu ant la base de {"invention 

"X" document partteulferement pertinent; Hnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

•Y" document partteuiierement pertinent; Tinven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
forsque te document est assoae a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combtnaison etant evidente 
pour une personne du metier 

*&* document qui fait partie de la meme familte de brevets 



Date a Jaquette la recherche Internationale a ete effectrvement achevee 



6 decembre 2000 



Date cTexpedition du present rapport de recherche imemationaie 



0 5. 01 01 



Nom el adresse postaJe de radmintst ration chargee de la recherche internaiionale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswjjk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nJ. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fondtonnaire autonse 



Veronese, A 



Formutaire PCT71SA/210 (deuxieme leuiUe) Quillet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demz Interna donate No 

PCT/FR 00/00676 



C.(surte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 0 


Identification des documents cttes, avee,te ess echeant, rtndicaOondes passages pertinents 


no. des revendicattons vts£es 


X 


WO 97 44346 A (UNIV MCGILL ;SZYF HOSHE 

(CA); BI6EY PASCAL (FR)) 

27 novembre 1997 (1997-11-27) 

* Sequences 6,20,21,22,23,24 * 

page 17, ligne 6-23 

page iy, iiyne ou *-paye cu, i lyne cc, 

revendlcatlons 4,10 


1,2,4-7, 
9,12-16 


Y 


EP 0 468 520 A (MITSUI TOATSU CHEMICALS) 

29 Janvier 1992 (1992-01-29) 

page ngne i/,,30,*n 

* Sequences 14, 21, 39, 44, 45 * 

page 4, ligne 48 

page 6, ligne 34-44 

page 7, ligne 11-20; revendi cations 12,21 


1-16 


P.X 


W0 99 51259 A (UNIV IOWA RES FOUND) 
14 octobre 1999 (1999-10-14) 
* Sequences i3, 3o * 

page 33, Hgne 29,30; revendi cations 18-21 


1,2,4-7, 
9,12-16 


Y 


WO 95 32987 A (ISIS PHARMACEUTICALS INC 

7 decembre 1995 (1995-12-07) 
page 10, ligne 17-25 
page 11, Hgne 14,15 
* See Sequence N. 19 * 
revendi cat ion 43 


1-16 


Y 


US 5 734 033 A (REED JOHN) 
31 mars 1998 (1998-03-31) 
* Sequence N. 5 * 


1-16 


Y 


CONNELL, Y. S. ET AL: "Ant i -tumor 
activity of a CpG-containing 
oligodeoxynucleotide (ODN) in athymic 
mi ce . " 

PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION 
FOR CANCER RESEARCH ANNUAL MEETING, 
(MARCH, 1999) VOL. 40, PP. 299. MEETING 
INFO.: 90TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH 
PHILADELPHIA, PENNSYLVANIA, USA APRIL 
10-14, 1999 AMERICAN, 

XP000857678 
le document en entier 


1-16 


Y 


SONEHARA K ET AL: "Hexamer palindromic 
oligonucleotides with 5'-CG-3' motif(s) 
induce production of interferon." 
JOURNAL OF INTERFERON AND CYTOKINE 
RESEARCH, (1996 OCT) 16 (10) 799-803., 

XP000863569 
le document en entier 

-/- 


1-16 
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RAPPORT DE RECHERCHFINTERNATIONALE 



C(sutte) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorte • 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant, Hndicationdes passages pertinents 


no. des revendications vis6es 


Y 


WO 98 55495 A (DYNAVAX TECHNOLOGIES CORP 

;DINA DINO (US); ROMAN MARK (US); SCHWAR) 

10 decembre 1998 (1998-12-10) 

cite dans la demande 

page 5, ligne 29; revendi cat ions 56,57 

* See sequences 1-21 * 

page 11, ligne 14,15 


1-16 


Y 


WO 95 02051 A (BIOGNOSTIK GES 
;SCHLINGENSIEPEN GEORG F (DE); 
SCHLINGENSIEPEN REIM) 
19 Janvier 1995 (1995-01-19) 
* Sequence RN= 163703-03-5 * 
revendi cat ions 


10,11 


Y 


US 5 874 416 A (SHEIKHNEJAD GH0LAMREZA) 
23 fevrier 1999 (1999-02-23) 
revendi cations 


1-17 


Y 


W0 96 02555 A (UNIV IOWA RES FOUND) 

1 fevrier 1996 (1996-02-01) 

page 21, ligne 26; revendications 


1-17 


X 


WO 94 25588 A (BIOGNOSTIK GES ; B0GDAHN 
ULRICH (DE); BRYSCH WOLFGANG (DE); 
SCHLING) 10 novembre 1994 (1994-11-10) 
* Sequence 77 * 
revendications 


1,2,5-7, 
9-16 


X 


W0 99 12027 A (FLYNN JAMES ; REICH N0RBERT 
0 (US); UNIV CALIFORNIA (US)) 
11 mars 1999 (1999-03-11) 
* Sequences 11,12 * 
revendications 


1,2,4-7, 
9,12-16 


P.X 


WO 99 26634 A (US HEALTH ;CH0 CHUNG YOON S 
(US)) 3 juin 1999 (1999-06-03) 
* Sequence N.2 * 
revendications 


1,2,5-7, 
9,12-16 


X 


WO 95 08350 A (REED JOHN C) 
30 mars 1995 (1995-03-30) 
* Sequence N. 5 * 
revendications 


1,2,5-7, 
9,12-16 



Fotmulaire PCT/lSA/210 (suite ae la cteuxieme feuillej (juittet 1992) 
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Oem j Internationale No 

PCT/FR 00/00676 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



IX -±nde Internationale n° 
PCT/FR 00/00676 



Cadre I Observations - lorsqu'il a etg estime que certairtes revendicatioris ne pouvatertt pas faire I'objet d'une recnercfi &- 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a t'articte 17.2}a), certaines revencfications n'ont pas fait Pobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. | I Les revencfications n 05 

se rapportent a un objet a regard duquet ('administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | X | Les revencfications n 0 ® " 

se rapportent a des parties de la demande internationaie qui ne rempiissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particuiier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3-D 



Les revendications n 05 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de fa deuxieme et de la 
troisierne phrases de la regie 6.4 ,a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unste de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



^administration chargee de la recherche Internationale a trouve pfusteurs inventions dans ia demande international a savoir: 



voir feuille supplemental re 

Apres reexamen selon la Regie 40.2(e) PCT, 
aucune taxe additionnelle n'est a rembourser. 



1 . I I Comme toutes les taxes additionneltes ont ete payees dans les detais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 — 1 internationaie porte sur toutes les revencfications pouvant faire i'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particuiier 
justifiant une taxe additionnelle, ('administration n'a soilicite le paiement cfaucune taxe de cette nature. 



3. y Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les detais par le deposant, le present 
Li - J rapport de recherche internationaie ne porte que sur les revencfications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
tes revendications n 05 

1-17 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — ' de recherche internationaie ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n °* 



Remarque quant a la reserve jjTj Les taxes additionneltes etaient accompagnees cf une reserve de (a part du deposar t. 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorts d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juill 1 1998) 



Demande international No. PCT^R 00 00676 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
• savoir: 

1. revendications: 1-17 (toutes partiellement). 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au mo ins la sequence octamerique: AACGTT-X1X2, dans lequel 
la pal re xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. (Sequences: 9-13, 16, 
18-23, 25, 28, 29, 31-36, 38-41, 43, 44, 46, 47). 



2. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GACGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



3. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AGCGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



4. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GGCGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale 



5. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AACGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT, ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



6. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GACGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



7, revendications: 1-17 (toutes partiellement) 
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Demande intemationale No. PCTTR 00 £0676 



SUITE DES RENSE1GNEMENTS INOtQUES SUR PCT/1SA/ 210 



Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AGCGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action ant i tumoral e. 



8. revendi cations: 1-17 (toutes partiel lement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GGCGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 
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Demande international No. PCT^R 00 J00676 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/1SA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendi cat ions 1,2,4-17 presentes ont trait a une tres grande variete 
de composes/produits. Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un 
expose au sens de V Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour 
un nombre tres restreint de ces composes/produits revendiques. Dans le 
cas present, les revendications manquent a un tel point de fondement et 
Texpose de Tinvention dans la description est si limite q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. Par 
consequent, la recherche pour la premiere invention a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est a dire les parties ayant trait aux oligonucleotides qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AACGTT-X1X2, dans la quelle la paire 
xlx2 est AT, AA , CT ou TT les sequences decrites dans les exemples, et 
les sequences tel les que decrites, dans les description. 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Vexamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, i ndependamment du fait que les revendications. 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



Renseignements reiatife sua membresde families cte brevets 


Derr ; Internationale No 

PCT/FR 00/00676 


Document brevet cite 
au rapport de recherch 


Date de 
publication 


Membre<s) de la 
famille de brevet(s) 


Date de 
publication 



EP 0855184 



29-07-1998 



AU 
AU 
W0 
EP 



724325 B 
6293498 A 
9832462 A 
0971736 A 



14-09-2000 

18- 08-1998 
30-07-1998 

19- 01-2000 



WO 9818810 


A 


07-05- 


-1998 


All 

AU 


5242498 A 


22-05-1998 










CN 


1235609 A 


17-11-1999 










EP 


0948510 A 


13-10-1999 


WO 9744346 


A 


27-11- 


-1997 


AU 


3355297 A 


09-12-1997 










EP 


0914324 A 


^ A A ^ ^ AAA 

12-05-1999 


EP 0468520 


A 


29-01- 


-1992 


JP 


4352724 A 


07-12-1992 


W0 9951259 


A 


14-10- 


-1999 


AU 


3467899 A 


25-10-1999 


W0 9532987 


A 


07-12- 


-1995 


US 


5563255 A 


08-10-1996 










AU 


689267 B 


26-03-1998 










AU 


2698295 A 


21-12-1995 










AU 


714142 B 


23-12-1999 










AU 


«*» A a**k a* ""V A A aV 

6984798 A 


27-08-1998 










CA 


2191795 A 


07-12-1995 










EP 


0763052 A 


19-03-1997 










FI 


964792 A 


29-11-1996 










HU 


76675 A 


28-10-1997 










JP 


A *% *T I" af% af% *P 

9507502 T 


29-07-1997 










KR 


211178 B 


15-07-1999 










NO 


965080 A 


28-11-1996 










US 


5998385 A 


07-12-1999 










US 


*4a> *H A A a* a*S *** aft 

6090626 A 


18-07-2000 










US 


5656612 A 


12-08-1997 










US 


5744362 A 


28-04-1998 










US 


5952229 A 


14-09-1999 










US 


5981731 A 


09-11-1999 










us 


5919773 A 


06-07-1999 


1 % >*v f* «aa» a** M f\ J\ **\ 

US 5734033 


A 


31-03- 


-1998 


us 


6040181 A 


21-03-2000 










us 


5831066 A 


03-11-1998 


WO 9855495 


A 


10-12- 


-1998 


AU 


7811398 A 


21-12-1998 










AU 


7817898 A 


21-12-1998 










EP 


1003850 A 


31-05-2000 










EP 


0986572 A 


22-03-2000 










WO 


9855609 A 


10-12-1998 


W0 9502051 


A 


19-01- 


-1995 


AU 


7345694 A 


06-02-1995 










EP 


0708829 A 


01-05-1996 










JP 


8512300 T 


24-12-1996 


US 5874416 


A 


23-02- 


-1999 


AU 


1390199 A 


31-05-1999 










W0 


9924560 A 


20-05-1999 


W0 9602555 


A 


01-02- 


-1996 


AU 


713040 B 


18-11-1999 










AU 


1912795 A 


16-02-1996 










CA 


2194761 A 


01-02-1996 










EP 


0772619 A 


14-05-1997 










JP 


10506265 T 


23-06-1998 










us 


6008200 A 


28-12-1999 
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RAPPORT DE RECHERCHE^BFERNATIONALE 

RenseJgnements relattfs aux membresd© families de brevets 



Denr s Internationale No 

PCT/FR 00/00676 



Document br vet cite 




Datede 


Membre(s) de la 


Datede 


au rapport de recherche 




publication 


famille debr v t(s) 


publication 


WO 9425588 


A 


10-11-1994 


AU 


6794594 A 


21-11-1994 








EP 


0695354 A 


07-02-1996 








EP 


1008649 A 


14-06-2000 








JP 


8509370 T 


08-10-1996 


WO 9912027 


A 


11-03-1999 


EP 


1018003 A 


12-07-2000 



WO 9926634 A 03-06-1999 US 6060310 A 09-05-2000 

AU 1609899 A 15-06-1999 
EP 1037641 A 27-09-2000 



WO 9508350 A 30-03-1995 EP 0722342 A 24-07-1996 

US 6040181 A 21-03-2000 
US 5831066 A 03-11-1998 
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TRAITE DE 



OPERATION EN MATIERE CP? BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



WO 00/56342 
PCT/FR00/00676 



PCT 

AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTFR NATIONAL E AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 


Destinataire: 

CABINET ORES 
6, avenue de Messine 
F-75008 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

28 septembre 2000 (28.09.00) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOjp1020/8P 


AVIS IMPORTANT 


Oemande Internationale no 
PCT/FROO/00676 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17 mars 2000 (17.03.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
19 mars 1999 (19.03.99) 


Deposant 

ASSISTANCE PUBLIQUE-HOPiTAUX DE PARIS etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit l'article 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AU,US 



Conformement a la regie 47.1.C), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a J'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 
CA,EPJP 



La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par (e Bureau international le 
28 septembre 2000 (28.09.00) sous le numero WO 00/56342 



RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
Tadministration competente chargee de Pexamen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 79 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour i'ouverture de la phase 
nationale, voir ('annexe du formuiatre PCT/lB/301 (Notification de la reception de I'exempfaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 



Bureau international de TOMPI 


Fonctionnaire autorise 






34. chemin des Colombettes 


J. Zahra 




1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopies (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/13/308 (juillet 1996) 




3537548 



0 



PCT/FR00/00676 

OPERATION EN MATIERE WBREVETS 



Expediteur ; le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 


Destinataire: 

CABINET ORES C A B 1 N C 1 O \< ' •' ; 

6, avenue de Messirirer j 
F-75008 Paris ! 2 ? W 2000 ; 
FRANCE 1 _ - ... 1 i 

L -i 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
11 mai 2000(11.05.00) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
BLOjp1020/8P 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FROO/00676 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17 mars 2000(17.03.00) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 
Pas encore publiee 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
19 mars 1999 (19.03.99) 


Deposant 

ASSISTANCE PUBLIQUE-HOPITAUX OE PARIS etc 



1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant Sauf indication 
contraire consistaul en on asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite. 
le document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3. Un asterisqtle(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, I'attention du 
deposant est appelee sur la regie 1 7.1 .c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

4. Les lettres "NR M figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
regu ou que le deposant n'a pas demande a i'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1. a) ou b), respectivement. Dans ce cas, rattention du deposant est appelee sur la regie 17.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 

Date de priorite Demande de priorite n* Pavs. office regional ou Date de reception du 

office recepteur selon le PCT document de priorite 

19 mars 1999 (19.03.99) 99/03433 FR 08 mai 2000 (08.05.00) 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: y 




34, chemin des Colombettes 


Marc Salzman 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 \ / 



Formulaire PCT/18/304 (juillet 1 998) 003279632 



TRAITE DE <L JPERATION EN MATIERE l( JREVETS 

ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION SELECTION 

(rdgle61.2du PCT) 


Destinataire: 
Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
1 7 novembre 2000 (1 7. 1 1 .00) 




Demande Internationale no 
PCT/FR00/00676 


Reference du dossier du deposarrt ou du mandataire 
BLOjp1020/8P 


Date du d6pdt international (jour/mois/annee) 
17 mars 2000 (17,03.00) 


Data de priorite (jour/mois/annee) 
19 mars 1999 (19.03.99) 


Deposant ; . < \ 
CARPENTIER, Antoine 



I. L* office designe est avise de son election qui a ete fa'rte: 



X | dans la demande d'examen preliminaire international presentee a ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: ' ^ 

; : 11 octobre 2000 (11.10.00) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection 



fx] aetefatte 

| | n'a pas etefaite 



avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le d6lai vise 
a la regie 32.2b). 





Bureau international de rOMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 

no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise 

R. Forax 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 Quillet 1992) 



FR0000676 



TRAITE DE CO^JftATION EN MATIERE DE BRE\«. 

PCT 



U3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BLOjpl020/8P 


POUR SUITE voir ' a notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 

PCT/FR 00/00676 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17/03/2000 


{Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

19/03/1999 


Deposant 

ASSISTANCE PUBLIQUE-HOPITAUX DE PARIS et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 



_feuilles. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend J_ 

II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| [ la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a ("administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

|~X~] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

|~3C| deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | La declaration, selon laquette le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

| | La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a cedes 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. [X] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. [X] tl y a absence d'unite de ('invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

|X| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

jj£J le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



| | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

□ . . , . , * ' *j f n ' est a publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux ('invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) fjuiltet 1998) 



RAPPORT DE RECtflHCHE INTERNATIONALE 



D6^^e internationale n° 
^■CT/FR 00/00676 



Cadre I Observations - lorsqu'il a £t£ stime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d un recherch|e 
(suit du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a f'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . | | Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel ('administration n'est pas tenue de proceder a (a recherche, a savoir: 



2. | X | Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en parttculier: 

voir feuille supplemental^ SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. | 1 Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4 .a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 

voir feuille supplementaire 

Apres reexamen selon la Regie 40.2(e) PCT, 
aucune taxe addi tionnel le n'est a rembourser. 

1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
* — I internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherche s portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuee s sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. | y I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
'-'H rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour (esqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 05 

1-17 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
' — ' de recherche internationale ne porte que sur ('invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve 



| X I Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan t, 
| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Demande Internationale No. PCT^R 00 £0676 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir : 

1. revendications : 1-17 (toutes partiel lement) . 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AACGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. (Sequences: 9-13, 16, 
18-23, 25, 28, 29, 31-36, 38-41, 43, 44, 46, 47). 



2. revendications: 1-17 (toutes partiel lement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GACGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



3. revendications: 1-17 (toutes partiel lement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AGCGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



4. revendications: 1-17 (toutes partiel lement ) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GGCGTT-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale 



5. revendications: 1-17 (toutes partiel lement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AACGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT, ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



6. revendications: 1-17 (toutes partiel lement ) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GACGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



7. revendications: 1-17 (toutes partiel lement) 
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Demande internationale No. PCT/FR 00 £0676 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AGCGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 



8. revendications: 1-17 (toutes partiellement) 

Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: GGCGTC-X1X2, dans lequel 
la paire xlx2 est AT, AA , CT ou TT, pour la preparation 
d'un medicament a action antitumorale. 
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Demande Internationale No. PCT^R 00 £0676 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendi cations 1,2,4-17 presentes ont trait a une tres grande variete 
de composes/produits. Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un 
expose au sens de l'Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour 
un nombre tres restreint de ces composes/produits revendiques, Dans le 
cas present, les revendications manquent a un tel point de fondement et 
"T expose de 1 'invention dans la description est si limite q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. Par 
consequent, la recherche pour la premiere invention a ete limitee aux 
parties des revendications qui presentent un fondement et un expose, 
c'est a dire les parties ayant trait aux oligonucleotides qui comprennent 
au moins la sequence octamerique: AACGTT-X1X2, dans la quelle la paire 
xlx2 est AT, AA , CT ou TT les sequences decrites dans les exemples, et 
les sequences telles que decrites, dans les description. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de I'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait I'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



~m — 



PC 



00/00676 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE . 

CIB 7 A61K31/70 C07H21/00 



Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a ia fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAIN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de ctassement) 

CIB 7 A61K C07H 



Documentation consultee autre que la documentation minimate dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

STRAND, EPO-Internal , BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 1 



identification des documents cites, avec, le cas echeant, find teat ion des passages pertinents 



no. des revendications visees 



EP 0 855 184 A (HEEG KLAUS PROF DR 
;LIPF0RD GRAYSON B DR (DE); WAGNER HERMANN 
PROF) 29 juillet 1998 (1998-07-29) 

* Sequence N. 2 * 

page 4, ligne 29-31,55-58; revendications 
1,7,12; figure 6; exemple 8 
page 6, ligne 35 

W0 98 18810 A (UNIV IOWA RES FOUND ; KLINE 
JOEL N (US); KRIEG ARTHUR M (US)) 
7 mai 1998 (1998-05-07) 

* Sequence 22 * 
page 10, ligne 16,17 

ligne 25-28 

ligne 28 -page 19, ligne 3 
ligne 8-28 
ligne 10-13 

-/- 



1,2,5-7, 
9,12-16 



1-4,7,8, 
10,13-17 



page 10, 
page 18, 
page 22, 
page 65, 



| X| Voir la 



suite du cadre C pour la fin de la lisle des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

'A* document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E* document anterieur, mais pub lie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

'O* document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

■P* document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depdt international ou ia 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre ie principe 
ou la theorie constituant la base de I'invenlion 

"X" document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee ne peut 
etre consideYee comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

'Y' document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 



6 decembre 2000 



Date d 'expedition du present rapport de recherche internationale 

0 5. 01. 0) 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Veronese, A 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxifeme feuille) Guiltet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demand^nternationale No 

PCl^ft 00/00676 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 0 


Identification des documents cites, avec,le cas 6cheant, t'lndlcatlondes passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


WO 97 44346 A (UNIV MCGILL ;SZYF MOSHE 

(CA); BIGEY PASCAL (FR)) 

27 novembre 1997 (1997-11-27) 

* Sequences 6,20,21,22,23,24 * 

page 17, ligne 6-23 

page 19, ligne 30 -page 20, ligne 22; 

revendications 4,10 


1,2,4-7, 
9,12-16 


Y 


EP 0 468 520 A (MITSUI T0ATSU CHEMICALS) 

29 janvier 1992 (1992-01-29) 

page 3, ligne 17,36,41 

* Sequences 14, 21, 39, 44, 45 * 

page 4, ligne 48 

page 6, ligne 34-44 

page 7, ligne 11-20; revendications 12,21 


1-16 


P,X 


WO 99 51259 A (UNIV IOWA RES FOUND) 
14 octobre 1999 (1999-10-14) 
* Sequences 33, 36 * 

page 33, ligne 29,30; revendications 18-21 


1,2,4-7, 
9,12-16 


Y 


WO 95 32987 A (ISIS PHARMACEUTICALS INC 
;M0NIA BRETT P (US); B0GGS RUSSELL T (US)) 
7 decembre 1995 (1995-12-07) 
page 10, ligne 17-25 
page 11, ligne 14,15 
* See Sequence N. 19 * 
revendication 43 


1-16 


Y 


US 5 734 033 A (REED JOHN) 
31 mars 1998 (1998-03-31) 
* Sequence N. 5 * 


1-16 


Y 


CONNELL, Y. S. ET AL: " Ant 1 -tumor 
activity of a CpG-containing 
ol igodeoxynucleotide (0DN) in athymic 
mice. " 

PROCEEDINGS OF THE AMERICAN ASSOCIATION 
FOR CANCER RESEARCH ANNUAL MEETING, 
(MARCH, 1999) VOL. 40, PP. 299. MEETING 
INFO.: 90TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH 
PHILADELPHIA, PENNSYLVANIA, USA APRIL 
10-14, 1999 AMERICAN, 

XP000857678 
le document en entier 


1-16 


Y 


SONEHARA K ET AL: "Hexamer palindromic 
oligonucleotides with 5'-CG-3' motif(s) 
induce production of interferon." 
JOURNAL OF INTERFERON AND CYTOKINE 
RESEARCH, (1996 OCT; lo (10) 799-803., 

XP000863569 
le document en entier 

-/-- 


1-16 



Formulaire PCT/lSA/210 (suite de ta deuxieme feuille) (juitlet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demano^nternationaie No 

4} 00/00676 



PC 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 11 Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



p,x 



WO 98 55495 A (DYNAVAX TECHNOLOGIES CORP 
;0INA DINO (US); ROMAN MARK (US); SCHWAR) 

10 decembre 1998 (1998-12-10) 
cite dans la demande 

page 5, ligne 29; revendications 56,57 

* See sequences 1-21 * 
page 11, ligne 14,15 

W0 95 02051 A (BI0GN0STIK GES 
;SCHLINGENSIEPEN GEORG F (DE); 
SCHLINGENSIEPEN REIM) 
19 janvier 1995 (1995-01-19) 

* Sequence RN= 163703-03-5 * 
revendications 

US 5 874 416 A (SHEIKHNEJAD GH0LAMREZA) 
23 fevrier 1999 (1999-02-23) 
revendications 

WO 96 02555 A (UNIV IOWA RES FOUND) 

1 fevrier 1996 (1996-02-01) 

page 21, ligne 26; revendications 

W0 94 25588 A (BIOGNOSTIK GES ;B0GDAHN 
ULRICH (DE); BRYSCH WOLFGANG (DE); 
SCHLING) 10 novembre 1994 (1994-11-10) 

* Sequence 77 * 
revendications 

W0 99 12027 A (FLYNN JAMES ; REICH N0RBERT 
0 (US); UNIV CALIFORNIA (US)) 

11 mars 1999 (1999-03-11) 

* Sequences 11,12 * 
revendications 

W0 99 26634 A (US HEALTH ;CH0 CHUNG Y00N S 
(US)) 3 juin 1999 (1999-06-03) 

* Sequence N.2 * 
revendications 

WO 95 08350 A (REED JOHN C) 
30 mars 1995 (1995-03-30) 

* Sequence N. 5 * 
revendications 



1-16 



10,11 



1-17 



1-17 



1,2,5-7, 
9-16 



1,2,4-7, 
9,12-16 



1,2,5-7, 
9,12-16 



1,2,5-7, 
9,12-16 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

v Rens eigne merits relatifs aux memb amities de brevets 


Demsnd^Jnternatlonale No 

PC~49 0 °/° 06 76 




Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 


Date de 
publication 



EP 0855184 A 29-07-1998 AU 724325 B 14-09-2000 

AU 6293498 A 18-08-1998 

W0 9832462 A 30-07-1998 

EP 0971736 A 19-01-2000 



WO 9818810 A 07-05-1998 AU 5242498 A 22-05-1998 

CN 1235609 A 17-11-1999 
EP 0948510 A 13-10-1999 



WO 


9744346 


A 


27-11-1997 


AU 


3355297 


A 


09-12-1997 










EP 


0914324 


A 


12-05-1999 


EP 


0468520 


A 


29-01-1992 


JP 


4352724 


A 


07-12-1992 


WO 


9951259 


A 


14-10-1999 


AU 


3467899 


A 


25-10-1999 



WO 9532987 A 07-12-1995 



US 


5563255 


A 


08- 


-10- 


-1996 


AU 


689267 


B 


26- 


-03- 


-1998 


AU 


2698295 


A 


21- 


-12- 


-1995 


AU 


714142 


B 


23- 


■12- 


-1999 


AU 


6984798 


A 


27- 


-08- 


-1998 


CA 


2191795 


A 


07- 


-12- 


-1995 


EP 


0763052 


A 


19- 


-03- 


-1997 


FI 


964792 


A 


29- 


-11- 


-1996 


HU 


76675 


A 


28- 


-10- 


-1997 


JP 


9507502 


T 


29- 


-07- 


-1997 


KR 


211178 


B 


15- 


-07- 


-1999 


NO 


965080 


A 


28- 


-11- 


-1996 


US 


5998385 


A 


07- 


■12- 


■1999 


US 


6090626 


A 


18- 


-07- 


-2000 


US 


5656612 


A 


12- 


-08- 


-1997 


US 


5744362 


A 


28- 


■04- 


-1998 


US 


5952229 


A 


14- 


-09- 


-1999 


US 


5981731 


A 


09- 


-11- 


-1999 


US 


5919773 


A 


06- 


-07- 


-1999 



US 5734033 A 31-03-1998 US 6040181 A 21-03-2000 

US 5831066 A 03-11-1998 



WO 9855495 A 10-12-1998 AU 7811398 A 21-12-1998 

AU 7817898 A 21-12-1998 

EP 1003850 A 31-05-2000 

EP 0986572 A 22-03-2000 

W0 9855609 A 10-12-1998 



W0 9502051 A 19-01-1995 AU 7345694 A 06-02-1995 

EP 0708829 A 01-05-1996 
JP 8512300 T 24-12-1996 



US 5874416 A 23-02-1999 AU 1390199 A 31-05-1999 

WO 9924560 A 20-05-1999 



WO 9602555 A 01-02-1996 AU 713040 B 18-11-1999 

AU 1912795 A 16-02-1996 

CA 2194761 A 01-02-1996 

EP 0772619 A 14-05-1997 

JP 10506265 T 23-06-1998 

US 6008200 A 28-12-1999 
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PC 



00/00676 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 



WO 9425588 



10-11-1994 



AU 
EP 
EP 
JP 



6794594 A 
0695354 A 
1008649 A 
8509370 T 



21-11-1994 

07- 02-1996 
14-06-2000 

08- 10-1996 



W0 9912027 A 11-03-1999 EP 1018003 A 12-07-2000 



W0 9926634 A 03-06-1999 US 6060310 A 09-05-2000 

AU 1609899 A 15-06-1999 
EP 1037641 A 27-09-2000 



W0 9508350 A 30-03-1995 EP 0722342 A 24-07-1996 

US 6040181 A 21-03-2000 
US 5831066 A 03-11-1998 
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TRAITWE COOPERATION EN MAT^E DE B 

^ PCT 

0 X RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

BLOBSF1 020/8 PCT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminary international (formufaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR00/00676 


Date du depot international (jour/mois/anne'e) 
17/03/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann^e) 
19/03/1999 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
A61K31/70 


Deposant 

ASSISTANCE PUBLIQUE-HCpITAUX DE PARIS et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par radministaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 10 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 



II 


□ 


III 




IV 




V 




VI 


is 


VII 


□ 


VIII 





Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 



d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

11/10/2000 


Date d'achevement du present rapport 
12.07.2001 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ^^sjttn. 
Greif.G f ^ f 

N° de telephone +49 89 2399 8659 ^SSS^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) O'anvier 1994) 



RAPPORT D EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR00/00676 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande Internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a t'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initiafement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-29 version initiate 

Revendications, N°: 

1-17 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/1 1 -1 1/1 1 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

7,11-14,16-17,19-20, 22-29, telles que initialement deposees 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de ('administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas §cheant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

[3 contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement & ('administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-delci 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiff rable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Pr6sente par ecrit, a 6t6 fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 

□ de ia description, pages : 

□ des revendications, n 08 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 considerees 

comme allant au-dela de I'expose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations compiementaires, le cas echeant : 

111. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibility d'applicati n 
industrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activity inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas §te examinee pour ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande internationale. 

S les revendications n cs 1 -1 7 (all in parts). 5rt-£ 3rt^cYX*K- 
parce que : 

□ la demande internationale, ou les revendications n 08 en question, se rapportent & I'objet suivant, k l'6gard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerfes elements ci-dessous), ou les revendications 

en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 

□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

S il n'a pas ete etabli de rapport de recherche internationale pour les revendications n os 1-17 (all in parts) en 
question. 

2. Le iistage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme a la norme prevue dans 
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I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presente par ecrit n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norme. 

□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme k la norme. 

IV. Absence d'unite de I'invention 

1 . En reponse a I'invitation a limiter les revendications ou k payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelles. 

2. H L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait k I'exigence 

d'unite d'invention et decide, conformement k la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant k limiter les 
revendications ou a payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait a ('exigence d'unite de I'invention. 

il n'est pas satisfait a i'exigence d'unite de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 
voir feuille separee 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande internationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

□ toutes les parties de la demande. 

les parties relatives aux revendications n os 1-17 (all in parts, relating to Inventions I and VI). 

V. Declaration motivee seion ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 
Nouveaute 

Activite inventive 

Possibility d'application industrielle 



Oui : 


Revendications 


Non : 


Revendications 


Oui : 


Revendications 


Non : 


Revendications 


Oui : 


Revendications 


Non : 


Revendications 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Cone rnant I point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility duplication industrielle 

1. Un rapport de recherche incomplet a ete etabli pour les revendications 1, 2, 4-17 
parce qu'ils ont trait a une grande variete de composes (voir PCT/ISA/210 et 
Cadre I 2). 

2. Seulement les parties des revendications 1-17 correspondant aux inventions I t 
VI pour lesquelles un rapport de recherche a ete etabli, sont consideres pour le 
present rapport d'examen preliminaire international (Voir point IV et rapport de 
recherche, PCT/ISA/210). 

Concernant le point IV 
Absence d unite de I'invention 

L'objection soulevee par ('administration chargee de la recherche quant a 
('absence d'unite (voir rapport de recherche) est maintenu. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

A. INVENTION I (revendications 1-17, tous partiellement) 

1. L'opinion suivante quant a la nouveaute, activite inventive ou application 
industrielle est formule uniquement pour I'objet concernant les (parties des) 
revendications pour lesquelles un rapport de recherche a ete etabli (Regie 
66.1(e)PCT), basee sur les documents cites dans le rapport de recherche. 

2. II est fait reference aux documents suivants: 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 {feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D' EX AM EN Demande Internationale n° PCT/FR00/00676 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



D1. EP-A-0855 184 
D2: WO-A-98 18810 
D3: WO-A-97 44346 
D4: WO-A-94 25588 
D5: WO-A-99 12027 
D6: EP-A-0468 520 
D7: US 5,734,033 

D8: CONNELL, Y. S. ET AL: 'Anti-tumor activity of a CpG-containing 

oligodeoxynucleotide (ODN) in athymic mice. 1 PROCEEDINGS OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH ANNUAL 
MEETING, (MARCH, 1999) VOL. 40, PP. 299. 



3. Nouveaute 

Document D1 divulgue des compositions comprenant des oligonucleotide ayant 
100, preferablement 5-40 ou 15-25 nucleotides en simple ou double brin, 
comprenant le motif octamerique AACGTTCT, stabilise par des groupes 
phosphorodithioates, pour le traitement des tumeurs (p.3, lignes 33-35, 52-54 et 
58; p. 4, lignes 29-31 et 55-59; p.5, lignes 20-21; p.6, ligne 36; example 8; 
sequence 2, revendications 1, 7, et 12. D1 detruit done la nouveaute des 
revendications 1, 2, 5-7, 9, 12, et 15-17. 

D2 divulgue des compositions comprenant des oligonucleotides ayant entre 8 et 
30 bases, comprenant le motif octamerique AACGTTCT, stabilises par des 
groupes phosphorodithioates et contenant une cytosine modifie, utiles pour le 
traitement des cancers comme les leucemies (p. 10, lignes 16-17 et 25-28; p. 18, 
ligne 28-p. 19, ligne 3 et lignes 5-6; p. 22, lignes 8-28; sequence 22), et detruit 
done la nouveaute des revendications 1-4, 7-8, 11, et 15-17. 
D3 decrit des compositions comprenant des oligonucleotides comprenant des 
motifs octameriques comme AACGTTTT , stabilises par des phosphorothioates, 
pour le traitement des tumeurs (p. 17, lignes 6-23, p. 19, ligne 30 - p. 20, ligne 22, 
revendications 4, 10, sequences 20-24). L'objet des revendications 1, 2, 4-7, 9, et 
12-16 n'est done pas nouveau vis-a-vis D3. 

D4 decrit des compositions pharmaceutiques pour ie traitment des cancers, 
comme les neurofibromas ou les glioblastomas, comprenant des oligonucleotides 
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stabilises par des groupes phosphoroclithioates, ayant le motif GACGTCAA 
(sequence 77, revendications). D4 detruit done la nouveaute des revendications 
1, 5-7, 9-11 et 16. 

D5 divulgue des compositons pharmaceutiques comprenant des oligonucleotides 
pour le traitement des cancers, ayant le motif GACGTCAA ou GACGTCAT ainsi 
que des cytosines rnodifiees (revendications, sequences 1 1 , 12). D5 anticipe 
I'objet des revendications 1 , 4-7, 9, et 16. 

4. Dans le cas ou le demandeur arrive a surmonter les objections sur la nouveaute 
faites ci-dessus, les documents suivants devraient etre consideres en ce qui 
concerne I'activite inventive: 

Document D6 decrit des oligonucleotides contenant le palindrome AACGTT 
(sequence 39), pour le traitement des cancers (p. 4, ligne 48, p. 6, lignes 34-44, p. 
7, lignes 11-20, revendications 12, 21). 

D7 decrit des oligonucleotides antisense ayant une sequence proche au motif 
octamerique revendique, pour le traitement des cancers (sequence 5, abrege) 
D8 decrit le traitement des glioblastomes avec des oligonucleotides stabilises par 
des phosphorthoidates, contenant CpG (abrege). 

5. Application industrielle 

II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si 
les revendications 1-17 sont susceptibles d'application industrielle. La 
brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets ne considere pas comme 
susceptible d'application industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un 
compose a des fins medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des 
revendications relatives a un compose connu, pour une premiere utilisation a des 
fins medicales ainsi que des revendications relatives a Tutilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 
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B. INVENTION VI (r v ndications 1-17. tous parti llement) 

1 . L'opinion suivante quant a la nouveaute, activite inventive ou application 
industrielle est formule uniquement pour I'objet concernant les (parties des) 
revendications pour lesquelles un rapport de recherche a ete etabli (Regie 
66.1(e)PCT) ( basee sur les documents cites dans le rapport de recherche. 

2. II est fait reference aux documents suivants: 
D1: EP-A- 0855 184 

D2: WO-A-98 18810 
D3: WO-A- 97 44346 
D4: WO-A-94 25588 
D5. WO-A-99 12027 
D6: EP-A-0468 520 
D7: US 5,734,033 

D8: CONNELL, Y. S. ET AL: 'Anti-tumor activity of a CpG-containing 

oligodeoxy nucleotide (ODN) in athymic mice.' PROCEEDINGS OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH ANNUAL 
MEETING, (MARCH, 1999) VOL. 40, PP. 299. 

3. Nouveaute 

Document D1 (voir raisons et citations sous A) detruit la nouveaute des 
revendications 1, 5-7, 9, 12, et 15-17. 

D2 (voir explications et citations sous A) detruit done la nouveaute des 
revendications 1, 3-4, 7-8, 11, et 15-17. 

D3 (voir explications et citations sous A) anticipe i'objet des revendications 1 , 4-7, 
9, et 12-16. 

D4 (voir explications et citations sous A) detruit la nouveaute des revendications 
1,2, 5-7, 9-11 et16. 

D5 (voir explications et citations sous A) detruit la nouveaute des revendications 
1,2, 4-7, 9, et 16. 

4. Actitive inventive 

Voir A. point 4, ci-dessus 
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5. Application industrielle 
Voir A. point 5, ci-dessus 



Concernant le point VI 
Certains documents cites 



Certains documents publies (regie 70.10) 



Demande n° 
Brevet n° 



Date de publication 
(jour/mois/ann£e) 



Date de depot 
(jour/mois/ann£e) 



Date de priorite 
(valablement revendiquee) 
(jour/mois/ann6e) 



WO 99/26634 
WO 99/51259 



03.06.1999 
14.10.1999 



23.11.1998 
02.04.1999 



24.11.1997 
03.04.1997 



Concernant le point VHI 
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UTILISATION D' OLIGONUCLEOTIDES STABILISES POUR LA 
PREPARATION D'UN MEDICAMENT A ACTION ANTITUMORALE . 

La presente invention se rapporte a 1' utilisa- 
tion d * oligonucleotides stabilises pour la preparation 
5 d'un medicament a action antitumorale . 

Le traitement efficace des cancers reste 1 ' un 
des defis majeurs de la medecine d' auj ourd' hui . 

L'efficacite des therapeutiques convention- 
nelles chirurgicales ou a visee cytolytique (chimiothera- 
10 pie et radiotherapie) reste tres limitee dans de nombreux 
cancers . 

Pour les astrocytomes par exemple, dont le 
traitement repose principalement sur l'exerese chirurgi- 
cale et 1 ' irradiation cerebrale locale, la mediane de sur- 

15 vie est seulement de 4 a 6 mois apres exerese chirurgicale 
et de 8 a 10 mois avec 1 ' association chirurgie et 
radiotherapie. Une chimiotherapie complementaire allonge 
la survie chez les patients de moins de 60 ans, mais de 
fagon tres modeste, de l'ordre de 3 mois. Sous ce triple 

20 traitement, la mediane de survie reste inferieure a deux 
ans pour le grade histologique III (astrocytome anaplasi- 
que) et inferieure a 1 an pour le grade IV (glioblastome) . 
La mortalite pour ces deux groupes est de 100% (Daumas- 
Duport C. et al . (1988), Cancer 62(10) pp 2152-65). 

25 La stimulation du systeme immunitaire dans le 

traitement des cancers est une idee ancienne et de tres 
nombreux produits ont ete testes, comme par exemple les 
extraits bacteriens (Jaeckle K. A. et al . (1990), J\ Clin. 
Oncol. 8(8) pp 1408-18), 1'ADN bacterien, notamment celui 

30 de Mycobacterium bovis (MY-1) (Tokunaga T. et al . (1984), 
JNCI 72 pp 955-62) . MY-1 est cependant inefficace pour 
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augmenter la survie dans un modele de gliome chez la sou- 
ris (Nakaichi M. et al . (1995), J". Vet. Med. Sci. 57(3) pp 
583-5). L'IL2 (Herrlinger U. et al . (1996), J". Neurooncol . 
27(3) pp 193-203} et plus recemment l'IL12 (Kishima H. et 
5 al, (1998), Br. J . Cancer 78(4) pp 446-53 ; Jean W. C. et 
al. (1998), Neurosurgery 42 (4 ) pp 850-6) ont egalement ete 
etudies . 

Malheureusement , la plupart de ces produits 
ont une efficacite limitee ou une toxicite inacceptable et 

10 a ce jour, seul le BCG de Mycobacterium bovis a about i a 
des applications cliniques, mais seulement dans des indi- 
cations tres limitees de cancers de la vessie (Soloway M. 
S. et al. (1988), Urol. Clin. North Am. 15 pp 661-9). 

Les oligonucleotides sont des polymeres, for- 

15 mes par la combinaison de bases puriques ou pyrimidiques 
et de sucres, notamment des ribonucleotides ou des desoxy- 
ribonucleotides . A l'etat naturel, les liaisons sont des 
liaisons phosphoesters sensibles aux nucleases de 
l'organisme humain. Ainsi les oligonucleotides present ent 

20 une demi-vie tres courte (de I'ordre de la minute) quand 
ils sont injectes chez l'homme, ce qui limitent leurs ef- 
fets biologiques. Aussi, plusieurs etudes ont cherche a 
stabiliser les oligonucleotides en modifiant leur struc- 
ture chimique pour les rendre resistants aux nucleases. 

25 Plusieurs types d ■ oligonucleotides stabilises ont ainsi 
ete crees comme, entre autres, les phosphorothioates ou 
les methylphosphonates, (Crooke R. M. (1991) , Anti-Cancer 
Drug Design 6 pp 609-46). Les plus frequemment utilises 
sont les oligonucleotides phosphorothioates. 

3 0 Certains oligodesoxynucleotides et notamment 

certains oligodesoxynucleotides synthetiques possedent 



i 
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parfois des effets biologiques propres, en dehors de leurs 
proprietes antisens classiques. 

Ainsi certains oligodesoxynucleotides , inde- 
pendamment de toute sequence antisens connue, stimulent, 
in vitro et in vivo, la proliferation des lymphocytes B, 
l'activite des cellules NK et induisent la secretion par 
ces cellules d' I FN a, d 1 I FN (3, d'IFN y, d'IL6, d'ILl2 ou 
de TNF a (Yamamoto S. et al . (1992), J" . Immunol . 148(12) 
pp 4072-6 ; Yamamoto T. et al . (1994), Microbiol. Immunol. 
38(10), pp 831-6 ; Yi A. K. et al . (1996),. J . Immunol . 
157(12) pp 5394-402 ; Ballas Z. K. et al . (1996), J. 
Immunol. 157(5) pp 1840-5 ; Cowdery J. S. et al . (1996), 
J. Immunol. 156(12) pp 4570-5 ; Stacey K. J. et al . 
(1996), J". Immunol. 157(5) pp 2116-22). L'ensemble de ces 
cytokines oriente vers une reponse immunitaire de type Thl 
(Chu R.S. et al. (1997), J. Exp. Med. 186(10) pp 1623-31). 

Des Auteurs ont montre que les proprietes im- 
munostimul antes de ces oligodesoxynucleotides sont en 
grande partie dependantes de motifs CG non methyles (dinu- 
cleotides CpG non methyles) qui sont sous -representes dans 
1 ' ADN de mammiferes (Kuramoto E. et al . (1992), Jpn. J. 
Cancer Res., 83 pp 1128-31) . 

Si les Auteurs s'accordent sur le fait que la 
sequence CG non methylee est indispensable et que les deux 
nucleotides adjacents au motif CG, sont egalement cruciaux 
pour l'activite immunostimulante , les donnees publiees sur 
la nature des sequences adjacentes sont contradictoires . 

En effet, Krieg A. M. et al . ((1996), 
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 6(2) pp 133-9 revendi- 
quent un motif hexamerique du type 5 'purine purine CG py- 
rimidine pyrimidine 3', alors que la demande EP 468 520 
revendique un motif hexamerique palindromique . La Demande 
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Internationale WO 9855495 montre, que tous les hexameres 
tels que definis par Krieg et al . 1996 (precite) ne sont 
pas immunostimulants et qu'il convient plutot de definir 
des octamereS; de sequence 5' purine purine CG pyrimidine 
5 pyrimidine CC-3' ou de sequence 5' -purine purine CG 
pyrimidine pyrimidine CG-3', pour avoir une activite immu- 
nostimulante . 

D' autres oligodesoxynucleotides immunostimu- 
lants, qui ne sont pas definis comme des oligonucleotides 

10 possedant un motif CG non methyle ont ete decrits dans la 
Demande EP 855 184 : ils comprennent la sequence de fixa- 
tion de facteurs de transcription eucaryote tels que NFkB 
ou la famille AP-1. Parmi ces oligonucleotides, certains 
comprennent neanmoins le motif CG non methyle. 

15 L' utilisation des proprietes immunostimulantes 

des oligodesoxynucleotides comprenant un motif de type CG 
non methyle, fait l'objet de recherches dans des domaines 
tres varies : 

(1) dans le domaine de la vaccination ils sont 
20 utilises, en association avec l'antigene, comme adjuvant 

pour stimuler specif iquement une reponse immunitaire de 
type Thl (Davis H. L. et al . (1998), The Journal of 
Immunology 160(2) pp 870-6 ; demande EP 855 184 ; Demande 
internationale WO 9818810 au nom de The University of Iowa 
25 Research Foundation dont A. M. Krieg est l'un des inven- 
teurs; Demande internationale WO 9 8554 95) , 

(2) dans le domaine de l'allergie, ils sont 
utilises seuls pour moduler la reponse immunitaire (Deman- 
des internationales WO 9818810 et WO 9855495) et 

3 0 (3) dans le domaine du cancer, ils sont utili- 

ses : 
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- soit en association avec un antigene tumo- 
ral, comme adjuvant d'un vaccin antitumoral (demande EP 
855 184; Weiner G. J. et al . (1996), Proc . Natl. Acad. 
Sci. 94, pp 10833-7 ; Wooldridge J. E. et al . (1997) Blood 

5 89(8) pp 2994-8) , 

- soit seuls comme antitumoraux (Connell et 
al. C1999), Proceedings of the American association for 
Cancer Research 40 pp 299 ; demande EP 468 52 0; Carpentier 
A . F. et al. (1999), Cancer Research 59, pp 5429-5432. 

10 Dans ce dernier cas, 1' activite antitumorale 

de quelques sequences seulement , parmi celles decrites, a 
ete ef f ectivement demontree : 

- Weiner G. J. et al . et Wooldridge J.E. et 
al . (deja cites) qui utilisent un oligonucleotide compre- 

15 nant un motif CG non methyle de sequence 5'-TCTCCC 
AGCGTGCGCCAT-3 7 montrent que cet oligonucleotide ne pos- 
sede aucun effet antitumoral lorsqu'il est utilise seul, 

Carpentier et al . , Tokunaga et al . et 
Connell et al. (precites) qui utilisent respectivement un 

2 0 oligonucleotide phosphorothioate du type octamerique 
( 5 ' TGACTGTG AACGTTCG AGATGA3 9 ) . un oligonucleotide hexameri- 
que palindromique non stabilise (5' ACCGAT 

GACGTCGCCGGTGACGGCACCACGACGACGGCCACGTGCT 3') et un oligo- 
nucleotide phosphorothioate hexamerique du type 5' purine 

25 purine CG pyrimidine pyrimidine 3 7 , montrent que lesdits 
oligonucleotides possedent une activite antitumorale. 

II ressort de 1'Art anterieur qu'en dehors du 
motif CG non methyle, la nature exacte des sequences acti- 
ves de ces oligodesoxynucleotides immunostimulants , pour 

30 1'obtention d'une activite antitumorale, n'est pas claire- 
ment definie ; en particulier, les donnees publiees sur la 
nature des sequences adjacentes au motif CG non methyle (2 
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bases en 5' et 2 bases en 3' (motifs hexameriques) ou 4 
bases en 3' (motif octamerique)) sont contradictoires . 

Des etudes recentes rapportees par Hartmann G. 
et al . ((2000), The Journal of Immunology 164 pp 1617-24) 
5 donnent des explications sur la difficult^ de definir la 
sequence de tels oligonucleotides. 

En effet, les Auteurs montrent que, selon la 
nature de leur sequence, les oligodesoxynucleotides immu- 
nostimulants ont des effets dif f erentiels sur I 7 activation 
10 NK, la proliferation des lymphocytes B, la secretion 
d'IL12, d'IL6 et d'lNFy. 

Ces donnees indiquent que tous les oligodesoxynucleotides 
immunostimulants ne sont pas equivalents et efficaces pour 
toutes les utilisations telles que definies ci-dessus 

15 puisqu'il faut stimuler des compartiments du systeme 
immunitaire differents afin d'obtenir 1'activite desiree : 
adjuvante, antiallergique ou antitumorale . 

De plus, les mecanismes immunitaires de re jet 
tumoral sont mal connus et les donnees de stimulation des 

20 compartiments du systeme immunitaire, in vitro, telles que 
definies ci-dessus ne permettent pas de prevoir a 1 ' avance 
l'efficacite antitumorale d'un oligonucleotide donne et il 
importe done de tester leur activite antitumorale in vivo. 
En outre, la toxicite d 7 oligonudesoxy- 

25 nucleotides contenant un motif de type CG a ete rapportee 
lors de leur utilisation par voie systemique (IV et IP) et 
est aussi a prendre en compte pour des applications thera- 
peutiques (Demande EP 855 184). 

En consequence, les oligonucleotides immunos- 

3 0 timulants comprenant un motif CG de 1'Art anterieur (motif 
hexamerique palindromique , motif 5' purine purine CG pyri- 
midine pyrimidine 3' ou motif octamerique) qui presentent 
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des activites antitumorales variables et aleatoires et 
sont toxiques, ne permettent pas de definir un ensemble de 
sequences immunostimul antes non toxiques, efficaces, pour 
une utilisation antitumorale . 

Or, les Inventeurs ont montre, de maniere sur- 
prenante, que certaines paires de bases en 3 ' du motif 
5' purine purine CG pyrimidine pyrimidine 3' participent, 
de maniere cruciale, a une activite antitumorale optimale. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnes 
pour but de pourvoir a un ensemble de sequences 
d' oligonucleotides immunostimulants qui repondent mieux 
aux besoins de la pratique en ce qu'ils : 

- possedent une activite antitumorale opti- 
male, 

- ne sont pas toxiques et 

- sont adaptes a une utilisation antitumorale 
chez 1 ' homme ou 1 ' animal . 

Ainsi la presente invention a pour objet, 
1 ' utilisation d' oligonucleotides stabilises qui compren- 
nent au moins un motif octamerique du type : 
5 * -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-X^-B ' , dans 
lequel la paire X X X 2 est AT, AA, CT ou TT, pour la prepa- 
ration d'un medicament a action antitumorale. 

Au sens de la presente invention, on entend 
par oligonucleotide, un oligodesoxynucleotide . 

Selon un mode de realisation prefere de 
1' invention, les oligonucleotides stabilises comprennent 
au moins un motif octamerique selectionne dans le groupe 
const itue par : AACGTT-X 1 X 2 , GACGTT - X X X 2 , AGCGTT-X 1 X 2 , 
GGCGTT-X.X,, AACGTC-X X X 2 , GACGTC-X.X,, AGCGTC-X^, et GGCGTC- 
X^, dans lequel XI -X2 est AT, AA, CT ou TT . 



WO 00/56342 



PCT7FR0O/O0676 



8 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation prefere de 1' invention, les oligonucleo- 
tides stabilises comprennent de preference au moins l'un 
des motifs octameriques suivants : AACGTT - X X X 2 et GACGTC- 
5 X X X 2 . 

Dans un autre mode de realisation prefere de 
1' invention, 1 1 une au moins des bases du motif octamerique 
decrit ci-dessus peut etre modifiee, notamment 1 ' une au 
moins des cytosines peut etre remplacee par une 5-bro- 
10 mocytosine. 

Dans un autre mode de realisation prefere de 
1 ! invention, 1 ' oligonucleotide stabilise est selectionne 
dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO :8 a 
48 

15 Conformement a l 1 invention, les oligonucleo- 

tides stabilises sont selectionnes notamment dans le 
groupe constitue par les oligonucleotides phosphoro- 
thioates, les oligonucleotides phosphorodithioates , les 
oligonucleotides mixtes phosphodiester-phosphorothioates , 

20 les oligonucleotides methylphosphonates ou les 
oligonucleotides dont au moins une extremite a ete stabi- 
lisee (Crooke R. M. (1991) , Anticancer Drug Design, 6 pp 
609-46) . De preference, les oligonucleotides stabilises 
utilises selon la presente invention sont des phosphoro- 

25 thioates. 

Conformement a 1' invention, les oligonucleo- 
tides stabilises peuvent etre utilises sous forme de sim- 
ple brin ou de double brin. 

De preference, les oligonucleotides stabilises 
30 peuvent avoir n ! importe quelle longueur superieure a 8 
bases ou 8 paires de bases, de preference plus de 20 ba- 
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ses ou de 20 paires de bases. De maniere preferee lesdits 
oligonucleotides comprennent entre 20 et 100 nucleotides. 

Conformement a la presente invention, les 
oligonucleotides peuvent comprendre plusieurs motifs 
5 octameriques tels que definis ci-dessus adjacents ou 
non ; ils peuvent comprendre egalement d'autres sequences 
biologiquement actives, comme des sequences antisens. Les 
sequences octameriques peuvent elles-memes etre incluses 
dans des sequences antisens. 

10 La presente invention a egalement pour objet 

1 ' utilisation des oligonucleotides stabilises tels que 
definis ci-dessus, pour la preparation de medicaments 
destines au traitement des cancers chez l'homme, quels 
que soient leur nature et leur degre d'anaplasie, en par- 

15 ticulier les cancers des systemes nerveux central et 
peripherique, notamment les astrocytomes, les glio- 
blastomes, les medulloblastomes , les neuroblastomes , les 
melanomes et les carcinomes , 

Les oligonucleotides stabilises, peuvent avan- 

20 tageusement etre couples par des liaisons covalentes, 
ioniques ou faibles a une molecule susceptible d'augmen- 
ter 1 ' af finite tumorale, comme par exemple un anticorps 
specif ique du tissu tumoral. 

Les oligonucleotides stabilises sont utilises 

25 pref erentiellement par voie intra- tumorale , mais ils peu- 
vent etre administres egalement par toutes autres voies, 
eventuellement par voies multiples, notamment par voies 
intraveineuse , intraperitoneale , topique , transdermique , 
sous-cutanee , intra-arterielle , pulmonaire, naso-pharyn- 

3 0 gee ou orale, en solution, en suspension aqueuse ou hui- 
leuse, en poudre ou sous toute forme pharmaceutiquement 
acceptable. 
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lis peuvent etre administres en une ou plu- 
sieurs fois ou en liberation continue, notamment au moyen 
de micropompes osmotiques ou associes a tout moyen physi- 
que ou chimique, notamment a des agents encapsulants 
5 comme les systemes de dispersion colloldaux et les poly- 
meres, afin d' avoir une dose therapeutiquement efficace 
au site tumoral. 

Les doses ef f iqaces seront determinees en 
fonction de l'age, de 1 ' etat de sante, du poids du pa- 

10 tient et du type de cancer a traiter. Typiquement, les 
doses efficaces chez l'homme sont telles que, dans le cas 
d'une injection intra- tumorale, l'on obtienne une dose 
d' oligonucleotide de 10 a 1000 (ig/g de tumeur, au moins 
dans une partie de la tumeur. 

15 Conformement a 1' invention, 1 1 utilisation des 

oligonucleotides peut etre combinee avec d'autres thera- 
pies, notamment la chirurgie, la radiotherapie , la chi- 
miotherapie, 1 1 immunotherapie et des therapies differen- 
ciantes . 

20 Egalement conformement a 1' invention, lesdits 

oligonucleotides sont associes avec des cellules du sys- 
teme immunitaire , telles que des macrophages , des lympho- 
cytes ou des cellules presentatrices d' antigdne , des 
adjuvants de l'immunite, des cytokines, des anticorps 

25 ant i- tumor aux, des extraits tumoraux, des antigenes tumo- 
raux ou des cellules tumorales normales, irradiees ou 
genetiquement modifiees. 

Outre les dispositions qui precedent, 1 1 inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 

30 ront de la description qui va suivre, qui se refere aux 
exemples de realisation de 1 ' utilisation, objet de la 
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presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

- la figure 1 illustre les resultats obtenus 
apres une injection intra- tumorale de 1 ' oligodesoxy- 
nucleotide phosphorothioate PT1 {SEQ ID N° 2 5'- 
TGACTGTGAAGTTCGAGATGA- 3 ■ ) , dans le modele du gliome CNS1 
dans le cerveau de rat Lewis (Kruse C. A. et al . (1994), 
J. Neurooncol. 22 pp 191-200), -sur le temps de survie des 
animaux temoins (-) ; PT1 50|J.g injecte a Jl 
(-.-.-.), PT1 50(Lig injecte a J5 (....) et PT1 50|ig 

injecte a J9 ( ), apres 1' injection des cellules tumo- 

rales. L' evaluation statistique des resultats est reali- 
see par le test de Kaplan-Meier. 

- la figure 2 illustre l'effet d'une injection 
intra-tumorale a Jl de 1 1 oligodesoxynucleotide phosphoro- 
thioate PT1 (SEQ ID N° 2 5 1 -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) , a 
differentes doses, dans le modele du gliome CNS1 du rat 
Lewis, sur le temps de survie des animaux temoins (-) ; 
PT1 50^ig { ), PT1 10 fig (-.-.-.) et PT1 1 jig (....). 

- la figure 3 illustre l'effet d'une injection 
intra-tumorale de 1 1 oligodesoxynucleotide phosphoro- 
thioate PT1 (SEQ ID N° 2 5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) ou 
de 1 1 oligodesoxynucleotide phosphorothioate I MM (SEQ ID 
N° 1 5 ' -TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA-3 ' ) , dans un modele de tu- 
meurs gliales sous-cutanees. A J2 apres 1* injection des 
cellules tumorales, les animaux resolvent, par voie sous 
cutanee, au niveau du site tumoral, du chlorure de sodium 
(temoin -♦-), ou 50 jxg de PT1 (-A-)ou 100 /zg de PT1 (-•-) 
ou 50 fig d'IMM (- □-). Le volume de la tumeur est evalue 
tous les deux jours. Les resultats sont exprimes en 
moyenne ± s.e.m. (Test Anova) . 
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- la figure 4 illustre l'effet d ' une injection 
intra- tumorale de 1 'oligodesoxynucleotide phosphoro- 
thioate PT1 ou de 1 ' oligodesoxynucleotide phosphodiester 
PE1 ayant tous les deux la SEQ ID N° 2 (5'- 

5 TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 ■ ) , dans un modele de tumeurs 
gliales sous-cutanees. A J2 apres 1' injection des cellu- 
les tumorales, les animaux regoivent par voie sous cuta- 
nee, au niveau du site tumoral, du chlorure de sodium 
(temoin *-♦-), ou 100 /ig de PE1 (-D-)ou 100 fig de PT1 
10 (-A-). Le volume de la tumeur est evalue tous les deux 
jours. Les resultats sont exprimes en moyenne ± s.e.ra. 
(Test Anova) . 

- la figure 5 illustre l'effet d'une injection 
intra -tumorale de 1 1 oligodesoxynucleotide phosphoro- 

15 thioate PT1 (SEQ ID N° 2 5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 1 ) , 
ou de 1 1 oligodesoxynucleotide phosphorothioate I MM (SEQ 
ID N° 1 5 ' -TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA-3 1 ) , dans le modele du 
neuroblastoma neuro2a chez la souris A/ J (Sigal R. K, et 
al. (1991), J\ Pediatr. Surg. 26 pp 389-96). A J2 apres 

20 l'injection de ces cellules tumorales, les animaux regoi- 
vent, par voie sous cutanee au niveau du site tumoral, du 
chlorure de sodium (temoin -♦-), 50 ^g de PT1 (-■-), 100 
p,g de PT1 (-A-) ou 50 jag d' IMM -) . Le volume de la 

tumeur est evalue tous les quatre jours. Les resultats 

25 sont exprimes en moyenne ± s.e.m. (Test Anova) . 

- la figure 6 illustre l'effet d'une injection 
par voie sous -cutanee ou par voie intraperitoneale de 
1 ' oligodesoxynucleotide phosphorothioate PT1 (SEQ ID N° 2 
5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 ' ) , a la dose de 50 ng dans le 

30 modele du neuroblastome neuro2a chez la souris A/J (Sigal 
R.K. et al. (1991), J. Pediatr. Surg. 26 pp 389-96). A J2 
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apres 1' injection de ces cellules tumorales, les animaux 
(n=6 par groupe) regoivent 100 jj.1 de chlorure de sodium 
(groupe temoin -♦-) ou 50 jag de PT1 injectes par voie 
i.p. (-■-) ou par voie s.c. a distance de la tumeur 
(-A-) dans 100 ^1 de chlorure de sodium. 

- la figure 7 illustre l'effet de la stabili- 
sation d'un oligonucleotide (SEQ ID NO: 9 
5 ' -TGACTGTGAACGTTATAGATGA-3 ' ) par une liaison du type 
phosphorothioate (PT) , phosphodiester (PDE) , methylphos- 
phonate (MP) ; phosphodiester stabilise en 3' par une 
base didesoxycytosine (3') ou mixte : phosphodiester avec 
les 3 premieres liaisons en 5' et les trois dernieres 
liaisons en 3 ' de type phosphorothioates (mixte), sur 
l'activite antitumorale dans un modele de tumeurs gliales 
sous-cutanees. A J2 apres 1' injection des cellules tumo- 
rales, les groupes d' animaux regoivent par voie sous 
cutanee, au niveau du site tumoral, du chlorure de sodium 
(temoin Nacl, n= 9) ou 50 /zg des oligonucleotides PT (n=s 
9) , PDE (n= 8), MP (n= 9), 3'(n= 7) et mixte (n= 9). Le 
volume de la tumeur est evalue a J10 . Les resultats sont 
exprimes en moyenne ± s.e.m. . 

- les figures 8 a 11 illustrent l'effet des 
sequences 5 1 -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-X 1 X 2 - 
3' sur la modulation de l'activite antitumorale dans un 
module de tumeurs gliales sous-cutanees. A J2 apres 1 ' in- 
jection des cellules tumorales, les groupes d' animaux (n= 
6) regoivent par voie sous cutanee, au niveau du site tu- 
moral, du chlorure de sodium (temoin Nacl) ou 50 fig des 
oligonucleotides (SEQ ID NO :2 a 13). Le volume de la tu- 
meur est evalue a J8 (figure 8 a 10) ou a J10 (figure 
11). Les resultats sont exprimes en moyenne ± s.e.m. : 
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- la figure 8 illustre l'effet des sequences 
des oligonucleotides sur l'efficacite antitumorale, 

- la figure 9 illustre l'effet de la sequence 
du motif hexamerique 5 ' ~purine-purine-CG-pyrimidine- 

5 pyrimidine-3 ' et des sequences adjacentes sur 
l'efficacite antitumorale des oligonucleotides, 

- la figure 10 illustre l'effet des 2 bases 
(XjXj) adjacentes la sequence 3' du motif hexamerique 
5 ' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-3 ' sur 

10 l'efficacite antitumorale des oligonucleotides, 

- la figure 11 illustre l'effet de differentes 
sequences X X X 2 sur l'efficacite antitumorale des oligonu- 
cleotides 

Les exemples qui suivent illustrent 1 1 inven- 
15 tion, sans toutefois la limiter il ces modes de realisa- 
tion particuliers . 

Exemple 1 : Effet d'une injection intra- tumorale ou d'une 
injection intraperitoneal de PT1 (SEQ ID N° 2 
5 ■ -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) sur la survie des animaux 

2 0 dans le modele du gliome CNS1 dans le cerveau de rat 

Lewis 

1 . Mode operatoire : 

Des cellules de gliome CNS1 cultivees in vitro 
sont greffees dans le cerveau de rat Lewis sains, a rai- 
25 son de 10 s cellules dans le cortex parietal droit de rats 
(Kruse C. A, et al . (1994), J. Neurooncol, 22 pp 191- 
200) . 

a) injection intra- tumorals : 
5 0 de PT1 dans 7 jal de chlorure de sodium 

3 0 sont injectes au niveau du site tumoral a 1, 5 ou 9 jours 

apr^s la greffe (groupe traite a Jl, n=6 ; groupe traite 
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4 J5, n=8 ; groupe traite a J9, n=4) ; un groupe temoin 
(n=14) regoit du chlorure de sodium. 

b) injection intraperitoneale : 
50 fxg de PT1 sont injectes par voie intraperi- 
toneale, a Jl (n = 5) ; un groupe temoin recoit du chlo- 
rure de sodium (n = 5). 

2 • Resultafs : 

a) injection, intra- tumoral e : 
lis sont illustres dans la figure 1. 
Le groupe temoin montre une survie moyenne de 
15 jours et tous les animaux meurent avant le 23eme jour. 

La survie des animaux traites par PT1 est tres 
augmentee avec des survies a long terme (>90 jours) de 
67% (p<0,01), de 88% (p< 0/ 002) et de 50% (p<0,02) pour 
les rats traites a Jl, J5 et J9 respect ivement . 

Tous les animaux morts presentent des tumeurs 
cerebrales a l'autopsie. 

Chez les rats survivants, aucun ne presente de 
signes neurologiques et aucune tumeur n'est trouvee a 
l'autopsie pratiquee a J90. 

L' etude histologique des cerveaux ne revele 
aucune lesion inf lammatoire, demyelinisante ou toxique 
dans le parenchyme adjacent au site d' injection. 

b) injection intraperitoneale -. 
Dans ces conditions le PT1 n'a pas d'effet si- 

gnif icatif . 
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Exemple 2 : Comparaison des effets d'une injection in- 
tra- tumorale de PT1 (SEQ ID N° 2 
5 1 -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) sur la survie des animaux 
dans le modele du gliome CNS1 du rat Lewis avec celle 
5 d'un oligodesoxynucleotide (IMM) comprenant une sequence 
non immunostimulante octanucleotidique (SEQ ID N° 1 
5 ' - TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA - 3 1 ) 

1. Mode operatoire : 

Des cellules de gliome CNS1 cultivees in vitro 
10 sont greffees dans le cerveau de rat Lewis sains, a rai- 
son de 10 5 cellules dans le cortex parietal droit de rats 
(Kruse C. A. et al. (1994) , J. Neurooncol , 22 pp 191- 
200) . 

Les rats regoivent a Jl apres la greffe reali- 
15 see dans les conditions decrites a 1' exemple 1, une in- 
jection intra- tumorale de 50 jig de IMM dissous dans 7 jj.1 
de chlorure de sodium ou le vehicule seul (n=5 par 
groupe) . 

2 . Resultats : 

20 La duree de vie entre le groupe temoin, ay ant 

regu le chlorure de sodium, et le groupe traite, ayant 
regu 1 ' IMM n'est pas statistiquement differente. 

Ainsi, un oligonucleotide ne comportant pas de 
sequence immunostimulante ne permet pas d'augmenter la 
25 survie/ a 1' inverse d'un oligonucleotide comportant une 
telle sequence (exemple 1) . 
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Exemple 3 : Effet d'une injection intra- tumorale de PT1 
(SEQ ID N° 2 5 ■ -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) a differentes 
doses sur la survie des animaux dans le modele du gliome 
CNS1 du rat Lewis 

1 • Mode operatoire : 
Les rats regoivent a Jl apres la greffe realisee dans les 
conditions decrites a l'exemple 1, une injection intra- 
tumorale de 1 jag, 10 \xg ou 50 fag de PT1 dissous dans 7 |ul 
de chlorure de sodium ou le vehicule seul (n= 5 par 
groupe) . 

2 . Resultats : 

lis sont illustres dans la figure 2. 

Une survie superieure a 90 jours est obtenue 
dans 60% des cas (p<0 / 01) apres une injection unique de 
50 /xg, et dans 20% des cas (non signif icatif ) apres une 
dose de 10 fig . 

II n'y a aucun survivant apres une dose de 

1 fig (n- 5) . 

Tous les rats temoins sont morts. 

Chez les rats survivants, aucun ne presente de 
signes neurologiques et aucune tumeur n'est trouvee a 
l'autopsie pratiquee a J90. 

Exemple 4 : Recherche du mecanisme des effets du PT1 (SEQ 
ID N° 2 5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 •) , in vitro et in 
vivo sur les cellules du gliome CNS1 

1 . Mode operatoire : 
a) in vitro : 

A JO , on met des cellules de gliome CNS1 
en culture. A Jl, on ajoute £ ces cellules PT1 a des 
concentrations de 0,05 jiM, 0,5 ^iM et de 5 nM et a J3 on 
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traite les cellules par de la trypsine et on mesure leur 
viabilite . 

b) in vivo : voir le mode operatoire de 

1 ' exemple 1 . 
5 2 . Resultats : 

a) in vitro 

PT1, a des concentrations de 0,05 |uM, 0,5 jaM 
et de 5 ^iM ne possede pas d' action cytotoxique directe 
sur les cellules CNS1 apres 48 heures de culture. 
10 b) in vivo 

En revanche, les etudes immunohistochimiques 
montrent que 1' injection de 50 fig de PT1 au sein de la 
tumeur, declenche une infiltration massive de cellules 
NK, de lymphocytes T CD8 + de macrophages et de cellules 
15 microgliales alors que l 1 injection de chlorure de sodium 
est sans effet. 

Ces resultats suggerent que l 1 action du PT1 
est due a une activation du systeme immunitaire au site 
tumoral . 

20 Exemple 5 : Effet d'une injection intratumorale de PT1, 
au niveau d'un site tumoral, sur le developpement d'une 
tumeur greffee s imul t anemen t , a distance de ce site. 

1. Mode operatoire : 

Les cellules tumorales sont greffees dans les 
25 conditions decrites a 1' exemple 1, a deux sites distincts 
separes de 4 mm. 

Un groupe de rat (n= 7) regoit a J5 apres la 
greffe, une injection intra-tumorale de 50 |ag de PT1 dis- 
sous dans 7 de chlorure de sodium a un seul de ces si- 
30 tes et le groupe controle (n= 6) regoit le vehicule seul. 
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2 . Resultats 

Tous les rats du groupe controle meurent en 
moins de 25 jours alors que 44% des rats du groupe traite 
par PT1 ont une survie prolongee (> 90 jours), (p< 0,05). 
5 Ces resultats montrent que 1 ' oligonucleotide 

PT1 a un effet a distance et que la reponse immunitaire 
induite au niveau du site d' injection erapeche le develop- 
pement d'une tumeur greffee simultanement , a distance de 
ce site. 

10 Exexnple 6 : Etude de la memoire immunitaire a 3 mois dans 
le modele du gliome CNS1 du rat Lewis apres injection de 
PT1 (SEQ ID N° 2 5 1 -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 1 ) 

1 . Mode operatoire : 

Chez des rats (n= 5) , traites a J5 apres la 
15 greffe, par 50 fig de PT1 et ayant survecu grace ce trai- 
tement au PT1, une nouvelle greffe de 10 6 cellules est 
pratiquee 12 semaines plus tard, sur un autre site du 
cortex cerebral dans les conditions decrites a 1 ' exemple 
1. Parallelement , une greffe de 10 s cellules est realisee 
20 chez des rats non traites auparavant . 

2 . Resultats : 

A 90 jours tous les animaux prealablement 
traites au PT1 ont survecu sans traitement supplemen- 
taire . 

25 L 1 analyse histologique montre qu'il n'y a au- 

cune tumeur residuelle tant pour le premier site d ! im- 
plantation des cellules tumorales que pour le second 
site . 

Tous les animaux temoins sont morts . 
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Ces resultats montrent que les oligonucleo- 
tides ont un effet prolonge qui permet d'empecher le de- 
veloppement d'une tumeur, plusieurs semaines apres 
1' injection dudit oligonucleotide. L' "effet memoire " 
5 observe indique que 1 ' oligonucleotide PT1 active la mise 
en place d'une reponse immunitaire antitumorale specif i- 
que . 

Exemple 7 : Effet d'une injection intra- tumorale de PT1 
(SEQ ID N° 2 5 1 -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) ou d'un oligo- 

10 desoxynucleotide ( I MM) comprenant une sequence non immu- 
nostimulante octanucleotidique (SEQ ID N° 1 

5 1 - TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA -3 1 ) dans un modele de tumeur s 
gliales sous - cutanees . 

1 . Mode operatoire : 

15 Des cellules de gliome CNS1 cultivees in vi- 

tro, sont injectees par voie sous-cutanee a des rats 
Lewis sains, a raison de 2x10 s cellules dans le flanc 
droit (Kruse C. A. et al . (1994), J". Neurooncol . 22 pp 
191-200) . 

2 0 Ce modele permet de suivre avec plus de preci- 

sion la croissance de la tumeur, qui peut etre aisement 
evaluee tous les jours chez 1 ' animal vivant . Dans ce mo- 
dele 100% des animaux injectes developpent une tumeur qui 
croit pendant au moins 2 semaines. 

25 Ensuite, a J2 apres I 1 injection des cellules 

tumorales, 50 jig ou 100 /*g de PT1 ou 50 /xg d f IMM, dans 
10 0 til de chlorure de sodium, sont injectes au niveau du 
site tumoral (groupe traite par 50 fxg de PT1, n=9 
groupe traite par 10 0 /xg de PT1, n=6 ; groupe traite par 

30 50 fig d'IMM, n=9) ; un groupe temoin (n=9) regoit 100 fil 
de chlorure de sodium. 
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La croissance turaorale est mesuree tous les 
deux jours, et le volume tumoral est estime au moyen de 
la formule : 

Vol= (longueur x largeur x largeur x n) / 6 . 

Les animaux sont sacrifies a J12 apres 1 • in- 
jection des cellules tumorales . 

2 . Resultats . : 

lis sont illustres dans la figure 3 . 
Dans le groupe temoin, 9 animaux sur 9 ont de- 
veloppe une tumeur, avec un volume moyen de la tumeur a 

J12 d' environ 900 mm 3 . 

Dans le groupe traite par l'IMM, 9 animaux sur 
9 ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de la 
tumeur a J12 d' environ 1100 mm 3 . 

Dans le groupe traite par PT1 50 fig, 7 animaux 
sur 9 ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de 
la tumeur a J12 d'environ 400 mm 3 , alors que dans le 
groupe traite par PT1 100 us, seulement 3 animaux sur 6 
ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de la tu- 
meur a J12 d'environ 200 mm . 

L' ensemble de ces resultats confirme done que 
le PT1 a un effet antitumoral marque, lie a la presence 
d'une sequence immunostimulante . 

Cet effet est dos e- dependant . 
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Exemple 8: Effet d'une injection intra- tumorale de PT1 
(oligodesoxynucleotide phosphorothioate) ou de PE1 
(oligodesoxynucleotide non stabilise) dans un modele de 
tumeurs gliales sous-cutanees ; PT1 et PE1 ayant tous les 
5 deux la meme sequence ixnmunostimulante (SEQ ID N° 2 
5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) 

1 . Mode operatoire : 

Des cellules de. gliome CNS1 cultivees in vi- 
tro, sont injectees par voie sous-cutanee a des rats 

10 Lewis sains, a raison de 2x10 s cellules dans le flanc 
droit, dans les conditions decrites a 1' exemple 7. 

Ensuite, a J2 apres 1' injection des cellules 
tumorales, 100 fig de PT1 ou 100 fig de PE1 sont injectes 
au niveau du site tumoral (groupe traite par 100 fig de 

15 PT1 dans 100 fil de chlorure de sodium, n=6 ; groupe 
traite par 10 0 fig de PE1 dans 10 0 fil de chlorure de 
sodium, n=6) ; un groupe temoin (n=6) regoit 100 /il de 
chlorure de sodium. 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
20 deux jours, et le volume tumoral comme il est decrit dans 
1' exemple 7. 

Les animaux sont sacrifies a J12 apres 1 ' in- 
jection des cellules tumorales. 

2 . Resultats : 

25 lis sont illustres dans la figure 4 . 

Dans le groupe temoin, 6 animaux sur 6 ont de- 
veloppe une tumeur avec un volume moyen de la tumeur a 
J12 d' environ 1200 mm 3 . 

Dans le groupe traite par PE1, 6 animaux sur 6 
30 ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de la tu- 
meur a J12 d' environ 1000 mm 3 . 
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Dans le groupe traite par PT1 100 /zg, seule- 
ment 3 animaux sur 6 ont developpe une tumeur, avec un 
volume moyen de la tumeur a J12 d r environ 200 mm 3 . 
Exemple 9 : Effet d'une injection intra- tumorale de PT1 
(SEQ ID N° 2 5 ■ -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) et d 1 IMM (SEQ 
ID N° 1 5 1 -TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA-3 1 ) dans le modele du 
neuroblastome neuro2a chez la souris A/J 

1 . Mode operatoire : 

La tumeur est obtenue par injection d'un mil- 
lion de cellules neuro2a dans le flanc droit de souris 
A/J (Sigal R. K. et al . (1991), J. Pediatr. Surg., 26 
pp 389-96) . Cette tumeur grossit en 15-20 jours, aboutis- 
sant generalement au deces de 1' animal ou obligeant a son 
sacrifice . 

A J2 apres 1' injection de ces cellules tumo- 
rales, 50 p,g ou 100 jag de PT1 ou 50 jag d' IMM dans 100 fil 
de chlorure de sodium ou 100 fj.1 de chlorure de sodium 
(groupe temoin) sont injectes au meme endroit (n=6 ani- 
maux par groupe) . 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
quatre jours et le volume tumoral est mesure comme indi- 
que dans 1' exemple 7. 

Les animaux sont sacrifies a J22 apres 1 ' in- 
jection des cellules tumorales. 

2 . Resultats : 

lis sont illustres dans la figure 5. 

Dans ce modele, le volume moyen de la tumeur a 
J"22 est d' environ 800 mm 3 dans le groupe temoin, d' environ 
1200 mm 3 dans le groupe traite par 50 pig d ' IMM, d* environ 
200 mm 3 dans les groupes traites par 50 p,g ou 100 jj.g de 
PT1. 
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Exemple 10 : Effet d'une injection par voie sous-cutanee 
ou par voie intraperitoneal de PT1 (SEQ ID N° 2 
5 1 -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 1 ) a la dose de 5 0 |ig dans le 
modele du neurob las tome neuro2a chez la sour is A/ J* 

5 1 . Mode operatoire : 

La tumeur est obtenue selon le mode operatoire 
decrit dans 1 ! exemple 9. 

A J2 apres 1' inject ion des cellules tumorales, 
50 jag de PT1 dans 100 p.1 de chlorure de sodium ou 100 \xl 
10 de chlorure de sodium (groupe temoin) sont . inj ectes soit 
par voie sous-cutanee a distance de la tumeur, soit par 
voie intraperitoneale (n=6 animaux par groupe) . 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
quatre jours et le volume tumoral est mesure comme indi- 
15 que dans 1 * exemple 7 . 

Les animaux sont sacrifies a J22 apres 1 1 in- 
jection des cellules tumorales. 

2 - Resultats : 

lis sont illustres dans la figure 6 . 
20 Dans ce modele, le volume moyen de la tumeur a 

J22 est d 1 environ 1000 mm 3 dans le groupe temoin, d' envi- 
ron 4 00 mm 3 dans le groupe traite par 50 jig de PT1 injecte 
par voie sous-cutane et d' environ 500 mm 3 dans le groupe 

traite par 50 jig de PT1 injecte par voie intraperito- 
25 neale. 
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Exemple 11 : Effet d'une injection repetee par voie sous- 
cutanee de PT1 (SEQ ID N° 2 5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) 
ou d'IMM (SEQ ID N° 1 5 1 -TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA- 3 ' ) a la 
dose de 10 \xg pendant 15 jours dans le modele du neuro- 
5 blastome neuro2a chez la souris A/J 

1 . Mode operatoire : 

La tumeur est obtenue selon le mode operatoire 
decrit dans 1' exemple 9. 

La croissance tumorale est mesuree reguliere- 

10 ment chez tous les animaux et lorsque le diametre de la 
tumeur atteint 5 mm, PT1 est injecte, par voie 
sous-cutanee, autour de la tumeur, pendant 15 jours, a la 
dose de 10 \xg par jour dans 100 p.1 de chlorure de sodium 
(groupe traite par PT1 , n=7) ou I MM est injecte par voie 

15 sous-cutanee autour de la tumeur pendant 15 jours a la 
dose de 10 |ug par jour dans 100 p.1 de chlorure de sodium 
(groupe traite par I MM, n=4) ou 100 fil de chlorure de 
sodium est injecte par voie sous-cutanee autour de la tu- 
meur pendant 15 jours (groupe temoin, n=6) . 

20 2. Resultats : 

Dans le groupe temoin et dans le groupe traite 
par l'IMM, la croissance tumorale n'est pas ralentie et 
tous les animaux de ces deux groupes meurent de leur tu- 
meur. 

25 Dans le groupe traite par PT1 , la disparition 

complete de la tumeur, sans recidive a long terme, est 
observee chez 3 souris ; chez 3 autres les tumeurs se 
stabilisent pendant 3 semaines mais reprennent ensuite 
leur progression jusqu'aux deces des animaux. 

30 Ces resultats montrent que les oligonucleo- 

tides immunostimulants stabilises utilises selon 1 1 inven- 
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tion, possedent un effet anti- tumoral intrinseque marque, 
lie a la presence de la sequence immunostimulante et a 
leur stabilisation. 

Exemple 12 : Effet de la stabilisation d'un oligonucleo- 
5 tide (SEQ ID N : 9 5 1 -TGACTGTGAACGTTATAGATGA- 3 1 ) sur 
l'activite antitumorale dans un model e de tumeurs gliales 
sous - cutanees 

1 . Mode ooeratoire : 

Des cellules de gliome CNS1 cultivees in vi- 
10 tro, sont injectees par voie sous-cutanee a des rats 
Lewis sains, a raison de 2x10 s cellules dans le flanc 
droit (Kruse C. A. et al . (1994), J". Neurooncol . 22 pp 
191-200) . 

A J2 apres 1' injection des cellules tumorales, 
15 50 fxg des oligonucleotides possedant les differentes 
liaisons chimiques sont injectes au niveau du site tumo- 
ral et le volume tumoral est mesure a J10 (groupes trai- 
tes par un oligonucleotide de liaison ; phosphorothioate 
(PT, n= 9) , phosphodiester (PDE, n= 8) , methylphosphonate 
20 (MP, n= 9) ; phosphodiester stabilise en 3' par une base 
didesoxycytosine (groupe 3', n= 7), ou mixte : phospho- 
diester avec les trois premieres liaisons en 5 ' et les 
trois dernieres liaisons en 3' du type phosphorothioate 
(groupe mixte, n= 9) . Le groupe temoin recjoit 100 /al de 
25 chlorure de sodium (NaCl n= 9) . 

2 . Resultats : 

lis sont illustres dans la figure 7 
Dans ce modele, les ODN les plus efficaces 
sont, les oligonucleotides de type phosphorothioate, sta- 
30 bilises en 3', ou mixte, avec une diminution du volume 
tumoral de respect ivement 50 %, 53 % et 34 %, par rapport 
au volume des temoins . 
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Exemple 13 : Effet des sequences 5 1 -purine-purine-CG- 
pyrimidine-pyrimidine-X^-S 1 sur la modulation de 
1'activite antitumorale 

1 • Mode operatoire : 
5 Des cellules de gliome CNS1 cultivees in vi- 

tro, sont injectees par voie sous-cutanee a des rats 
Lewis sains, a raison de 2xl0 6 cellules dans le flanc 
droit (Kruse C. A. et al . (1994), J. Neurooncol . 22 pp 
191-200) . 

10 A J2 apres 1' injection des cellules tumorales, 

50 fig des differents oligonucleotides (SEQ ID NO :2 a 13) 
sont injectes au niveau du site tumoral et le volume tu- 
moral est mesure a J10 (figure 8 a 10) ou a »J8 (figure 
11) . 

15 2 . Resultats 

2 . 1 . Effet de la sequence des oligonucleotides 
sur l'efficacite antitumorale 

Les resultats sont illustres a la figure 8. 

L' oligonucleotide PT1 (SEQ ID N° 2 5 1 -TGACTGTG 
20 AACGTT CGAGATGA- 3 ' ) utilise precedemment (exemples 1 a 10) 
est moins efficace que 1 ' oligonucleotide An 2 (SEQ ID 
NO : 8 5 ' - TGCCAGT GACGTCA TGTGAC - 3 ' ) . 

La difference d'efficacite de ces deux oligonucleotides 
est liee soit a la sequence du motif hexamerique 5'- 
25 purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-3 1 comprenant le 
motif CG non methyle (sequence soulignee) soit aux se- 
quences adjacentes a ce motif. 

2 . 2 . Effet de la sequence du motif hexamerique 
5 1 -purine-purine-CG-Dvrimidine-pyrimidine-3 ' et des se- 

3 0 guences adiacentes sur l f efficacite antitumorale des oli- 
gonucleotides . 

Les resultats sont illustres a la figure 9 
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lis montrent que des oligonucleotides posse- 
dant un motif hexamerique different, GACGTC (An2, SEQ ID 
NO :8 5 ' -TGCCAGTGACGTCATGTGAC-3 ' ) ou AACGTT (An21, SEQ ID 
NO :10 5 ' -TGCCAGTAACGTTATGTGAC-3 ' ) et des sequences adja- 
5 centes identiques ont la meme efficacite antitumorale . 

En consequence les differences d' efficacite 
observees, a l'exemple 2.1, entre les oligonucleotides 
PT1 et An2 sont liees a la nature des sequences adjacen- 
tes au motif hexamerique. Les sequences antitumorales op- 

10 timales se trouvent dans les sequences adjacentes de 
1 ' oligonucleotide An2 . 

2.3. Effet des 2 bases (X^ X. ) adiacentes a la 
sequence 3 9 du motif hexamerique 5 ' -purine-ourine-CG-py- 
rimidine-pvrimidine-3 1 sur 1 ' efficacite antitumorale 

15 Les resultats sont illustres a la figure 10. 

lis montrent que les 2 bases adjacentes a la 
sequence 3' du motif hexaqierique, a elles seules, modu- 
lent 1' efficacite des oligonucleotides puisque 2 oligonu- 
cleotides identiques sur toute leur sequence a 

20 1' exception de ces 2 nucleotides ont des efficacites dif- 
ferentes, de 1'ordre de celles precedemment observees 
avec les oligonucleotides de l'exemple 2.1. Ainsi, 
1' oligonucleotide An 14 (SEQ ID NO :3 5'- 
TGACTGTGAACGTTCCAGATGA- 3 ' ) est moins efficace que 

25 1' oligonucleotide An 15 (SEQ ID NO :9 , 5'- 
TGACTGTGAACGTTATAGATGA- 3 ' ) . Les nucleotides AT en 3' du 
motif hexamerique (An2 (figure 8) et An 15 (figure 10) 
permettent d'augmenter 1' efficacite antitumorale, alors 
que les nucleotides CC (An 14, figure 10) et CG (PT1, fi- 

3 0 gure 8) ont des effets antitumoraux moins marques. 
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2.4. Effet de differentes sequences X t X 2 sur 
l'efficacite antitumorale 

Les resultats sont illustres a la figure 11 

L ' effet antitumoral optimal est observe avec 
les sequences X^X 2 = AT, AA, CT ou TT (An2 SEQ ID NO :8 5'- 
TGCGAGTGACGTCATGTGAC- 3 ' ; An22 SEQ ID NO : 11 5'- 
TGCCAGT AACGTTAA GTGAC-3 ' ; An25 SEQ ID NO : 12 5'- 
TGCCAGT AACGTTCT GTGAC - 3 ; An27 SEQ ID NO : 13 5'- 
TGCCAGT AACGTTTT GTGAC-3 ' ) . 

Les sequences X t X 2 = AC, AG, GT et CC et CG 
(An23 SEQ ID NO : 4 5 ' - TGCCAGT AACGTTAC GTGAC - 3 ' ; An24 SEQ 
ID NO : 5 5 ' -TGCCAGTAACGTTAGGTGAC - 3 ' ; An26 SEQ ID NO : 6 
5 ' -TGCCAGTAACGTTGTGTGAC- 3 ' ; An 28 SEQ ID NO : 7 5'- 
TGCCAGTAACGTTCCGTGAC - 3 ' et PT1 SEQ ID N° 2 
5 1 - TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 1 (voir figure 8) ) 

n' ameliorent pas l'activite antitumorale des oligonu- 
cleotides possedant un motif hexamerique 5' -purine- 
purine -CG-pyrimidine-pyrimidine- 3 ' . 

Ces resultats montrent que 1' ensemble 
d' oligonucleotides stabilises du type 5 1 -purine-purine- 
CG-pyrimidine-pyrimidine-X x X 2 .3 ' avec X 1 X 2 = AA, AT, CT ou 
TT a une activite antitumorale optimalisee. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
qui comprennent au moins un motif octamerique du type : 

5 1 -purine*purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-X 1 X 2 -3 1 , dans 
5 lequel la paire X X X 2 est AT, AA, CT ou TT, pour la prepa- 
ration d'un medicament a action antitumorale . 

2. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 1 caracterisee en ce que lesdits 
oligonucleotides comprennent au moins une sequence octa- 

10 merique selectionnee dans le groupe constitue par : 
AACGTT - X X X 2 , GACGTT - X X X 2 , AGCGTT - X X X 2 , GGCGTT - X X X 2 , AACGTC - 
X^, GACGTC-X^, AGCGTC-X^ et GGCGTC-X^, dans laquelle 
X1-X2 est AT, AA, CT ou TT. 

3. Utilisation selon 1'une quelconque des re- 
15 vendications 1 et 2, caracterisee en ce que 

1 ' oligonucleotide est choisi dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID N° 8 a SEQ ID N°48. 

4. Utilisation selon I 1 une quelconque des re- 
vendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'au moins une 

20 cytosine du motif octamerique est remplacee par une cyto- 
sine modifiee. 

5. Utilisation d 1 oligonucleotides stabilises 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracte- 
risee en ce que les oligonucleotides stabilises sont se- 

25 lectionnes dans le groupe constitue par les phosphoro- 
thioates, les phosphorodithioates , les oligonucleotides 
mixtes phosphodiester-phosphorothioates , les methylphos- 
phonates et les oligonucleotides dont au moins une extre- 
mite a ete stabilisee. 

30 -6. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 

selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracte- 
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risee en ce que les oligonucleotides sont sous forme de 
simple brin ou de double brin. 

7. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
selon 1 1 une quelconque des revendications 1 a 6, caracte- 

5 risee en ce que les oligonucleotides comprennent au moins 
8 nucleotides, et de preference entre 20 nucleotides et 
100 nucleotides. 

8. Utilisation, d 1 oligonucleotides stabilises 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, caracte- 

10 risee en ce que les oligonucleotides sont couples par des 
liaisons covalentes, ioniques ou faibles a une molecule 
susceptible d'augmenter l'af finite tumorale. 

9. Utilisation d * oligonucleotides stabilises 
selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 8, pour la 

15 preparation d'un medicament destine au traitement des 
cancers chez l'homme, quels que soient leur nature et 
leur degre d'anaplasie. 

10. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 9, caracterisee en ce que le can- 

20 cer est choisi dans le groupe constitue par les cancers 
des systemes nerveux central et peripherique , 

11. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 9, caracterisee en ce que le can- 
cer est choisi dans le groupe constitue par les astrocy- 

25 tomes, les glioblastomes , les medulloblastomes , les neu- 
roblastomes, les melanomes et les carcinomes. 

12. Utilisation des oligonucleotides stabili- 
ses selon l'une quelconque des revendications 9 a 11, 
caracterisee en ce que le medicament est administre par 

3 0 voie intratumorale . 

13. Utilisation d * oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 12, caracterisee en ce que le 
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medicament est administre de maniere a avoir une dose de 
10 a 1000 |ig/g de tumeur, au moins dans une partie de la 
masse tumorale. 

14. Utilisation des oligonucleotides stabili- 
5 ses selon l'une quelconque des revendications 9 a 11, 

caracterisee en ce que le medicament est administre par 
une voie choisie dans le groupe constitue par les voies 
intraveineuse , intraperitoneal , topique , transdermique , 
sous -cutanee , intra-arterielle , pulmonaire , naso-pharyn- 
10 gee ou orale. 

15. Utilisation selon l'une quelconque des re- 
vendications 9 a 14 , caracterisee en ce que les oligonu- 
cleotides stabilises sont associes a tout moyen physique 
ou chimique facilitant l'obtention d'une dose efficace au 

15 site tumoral. 

16. Utilisation selon l'une quelconque des re- 
vendications 9 a 15, caracterisee en ce que les oligonu- 
cleotides sont administres sous toute forme pharmaceuti- 
quement acceptable . 

20 17. Utilisation selon l'une quelconque des re- 

vendications 9 a 16, caracterisee en ce que les oligonu- 
cleotides sont associes avec des cellules du systeme im- 
munitaire, des adjuvants de l'immunite, des cytokines, 
des anticorps ant i- tumoraux, des extraits tumoraux, des 

25 antigenes tumoraux ou des cellules tumorales normales, 
irradiees ou genetiquement modifiees. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> ASSISTANCE PUBLIQUE- HOPITAUX DE PARIS 

UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE- PARIS VI 

INST I TUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE M 

CARPENTIER, Antoine 

<120> UTILISATION D * OLIGONUCLEOTIDES STABILISES POUR LA 
PREPARATION D 1 UN MEDICAMENT A ACTION ANT I TUMORALE 

<130> 10208EXT 

<140> 
<141> 

<160> 48 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
oligodesoxynucleotide 

<400> 1 

tgactgtgaa ggttagagat ga 22 



<210> 2 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligodesoxynucleotide 

<400> 2 

tgactgtgaa cgttcgagat ga 22 



<210> 3 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligodesoxynucleotide 



<400> 3 

tgactgtgaa cgttccagat ga 



22 



WO 00/56342 



2 

<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 4 

tgccagtaac gttacg.tgac 



<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 5 

tgccagtaac gttaggtgac 



<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 6 

tgccagtaac gttgtgtgac 



<210> 7 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
o 1 igode soxynuc 1 eo t i de 

<400> 7 

tgccagtaac gttccgtgac 



<210> 8 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 8 

tgccagtgac gtcatgtgac 



<210> 9 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 9 

tgactgtgaa cgttatagat ga 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 10 

tgccagtaac gttatgtgac 



<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 

<213=> Secpience artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 11 

tgccagtaac gttaagtgac 



<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 12 

tgccagtaac gttctgtgac 
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<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 13 

tgccagtaac gttttgtgac 



<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle* 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 14 

gtatgacgac gtcatctagc 

<210> 15 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 15 

tactgcagac gtcattatgc 



<210> 16 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 16 

ataacgttat gtaacgttat 



<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 17 

atgacgtcat gtgacgtcat 



<210> 18 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 18 

atgacgtcat gtaacgttat 



<210> 19 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
o 1 i go de s oxynuc 1 eo t i de 

<400> 19 

tgaacgttat tgaacgttat 



<210> 20 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 20 

tggacgtcat tggacgtcat 

<210> 21 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 
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<400> 21 

tggacgtcat tgaacgttat 



<210> 22 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 22 

aggacgtcaa tgaacgttaa 



<210> 23 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 23 

agaacgttaa tgaacgttaa 



<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 24 

aggacgtcaa tggacgtcaa 



<210> 25 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 25 

aggacgtctt gtaacgtttt 



<210> 26 
<211> 20 
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<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 26 

agaacgtttt gtaacgtttt 



<210> 27 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 27 

aggacgtctt gtgacgttt 



<210> 28 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 28 

ttgacgtcct ttaacgttct 



<210> 29 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 29 

ttaacgttct ttaacgttct 



<210> 30 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
o 1 igode soxynuc 1 eo t ide 
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<400> 30 

ttgacgtcct ttgacgtcct 



<210> 31 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
o 1 igode s oxynuc 1 eo t ide 

<400> 31 

taaacgttat aacgttataa cgttat 



<210> 32 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 32 

tagacgtcat gacgtcatga cgtcat 



<210> 33 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 33 

taaacgttat aacgttatga cgtcat 



<210> 34 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 34 

taaacgttat gacgtcatga cgtcat 
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<210> 35 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description die la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 35 

tagacgtcat aacgttataa cgttat 



<210> 36 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 36 

taaacgttaa aacgttaaaa cgttaa 



<210> 37 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 37 

tagacgtcaa gacgtcaaga cgtcaa 



<210> 38 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 38 

taaacgttaa aacgttaaga cgtcaa 



<210> 39 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 39 

taaacgttaa gacgtcaaga cgtcaa 



<210> 40 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 40 

tagacgtcaa aacgttaaaa cgttaa 



<210> 41 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 41 

taaacgttct aacgttctaa cgttct 



<210> 42 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
ol igodesoxynuc leot ide 

<400> 42 

tagacgtcct gacgtcctga cgtcct 



<210> 43 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 43 

taaacgttct aacgttctga cgtcct 
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<210> 44 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 44 

taaacgtttt aaacgtttta aacgtttt 



<210> 45 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 45 

tagacgtctt agacgtctta gacgtctt 



<210> 46 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 46 

taaacgtttt aaacgtttta gacgtctt 



<210> 47 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
oligodesoxynucleotide 

<400> 47 

tcaacgttat aacgttataa cgttat 



<210> 48 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
oligodesoxynucleotide 

<400> 48 

tcgacgtcat gacgtcatga cgtcat 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/00676 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

CX] the description: 

pages 1-29 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-17 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



IE! 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/11-11/11 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 7JJ 

pages 

pages 



■14,16-17,19-20,22-29 



, as originally filed 



, filed with the demand 



_, filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I 1 the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



been furnished. 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

1 I the claims, Nos. 

1 I the drawings, sheets/fig 



5. 



□ 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70 17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 



CXj claims Nos. 1-17 See separate sheet 

because: 



□ the said international application, or the said claims Nos. 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos, are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

(\^| no international search report has been established for said claims Nos. 1-17 . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I 1 restricted the claims. 

I 1 paid additional fees. 

I I paid additional fees under protest. 

I 1 neither restricted nor paid additional fees. 

K~7l This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 , 

2. not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
1 1 complied with. 

DK1 not complied with for the following reasons: 

See separate sheet. 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

|~1 all parts. 

1^1 the parts relating to claims Nos. 1-17 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: Boxes III and IV. 



Box III 



1. An incomplete search report has been produced for 
Claims 1, 2 and 4-17 because these claims concern a 
great variety of compounds (see PCT/ISA/210 and Box 
I, 2) . 

2. Only those parts of Claims 1-17 relating to 
inventions I and VI for which a search report has 
been produced have been considered in the present 
preliminary examination report (see Box IV and the 
search report; PCT/ISA/210) . 



Box IV 

The objection raised by the searching authority 
regarding a lack of unity (see search report) is 
maintained. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. 



Statement 
Novelty (N) 



Claims 



YES 





Claims 


1 


-17 


(all 


in 


parts ) 


NO 


Inventive step (IS) 


Claims 












YES 




Claims 


1 


-17 


(all 


in 


parts ) 


NO 


Industrial applicability (IA) 


Claims 


1 


-17 


(all 


in 


parts ) 


YES 



Claims 



NO 



Citations and explanations 

A. INVENTION I (Claims 1-17, all in parts) 

1. The following opinion as to novelty, inventive step 
and industrial applicability applies only to the 
subject matter concerning the (parts of the) claims 
for which a search report has been produced (PCT Rule 
66.1(e)), based on the documents cited in the search 
report . 

2. The following documents are referred to: 



Dl 
D2 
D3 
D4 
D5 
D6 
D7 
D8 



EP-A-0 855 184 

WO-A-98/18810 

WO-A-97/44346 

WO-A-94/25588 

WO-A-99/12027 

EP-A-0 468 520 

US-A-5 734 033 

CONNELL Y.S. ET AL . : "Anti-tumor activity of a 
CpG-containing oligodeoxynucleotide (ODN) in 
athymic mice", PROCEEDINGS OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH ANNUAL MEETING 
(MARCH 1999), Vol. 40, page 299. 
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3. 



Novelty 



Dl discloses compounds comprising oligonucleotides 
with 100, preferably 5-40 or 15-25, single-stranded or 
double-stranded nucleotides including the octamer 
motif AACGTTCT, stabilised by phosphorodi thioate 
groups, for the treatment of tumours (page 3, lines 
33-35, 52-54 and 58; page 4, lines 29-31 and 55-59; 
page 5, lines 20-21; page 6, line 36; Example 8; 
sequence 2; Claims 1, 7 and 12) . Consequently, Dl 
deprives Claims 1, 2, 5-7, 9, 12 and 15-17 of novelty. 
D2 discloses compounds comprising oligonucleotides 
with between 8 and 30 bases, including the octamer 
motif AACGTTCT , stabilised by phosphorodi thioate 
groups and containing a modified cytosine, which are 
useful for treating cancers such as leukaemia (page 
10, lines 16-17 and 25-28; page 18, line 28, to page 
19, line 3 and lines 5-6; page 22, lines 8-28; 
sequence 22); it therefore deprives Claims 1-4, 7-8, 
11 and 15-17 of novelty. 

D3 describes compositions comprising oligonucleotides 
containing octamer motifs such as AACGTTTT, stabilised 
by phosphorodithioates , for the treatment of tumours 
(page 17, lines 6-23; page 19, line 30, to page 20, 
line 22; Claims 4 and 10; sequences 20-24). 
Consequently, the subject matter of Claims 1, 2, 4-7, 
9 and 12-16 is not novel in relation to D3. 
D4 describes pharmaceutical compositions for the 
treatment of cancers such as neurofibromas or 
glioblastomas, comprising oligonucleotides stabilised 
by phosphorodithioate groups and containing the motif 
GACGTCAA. (sequence 77, claims). D4 therefore deprives 
Claims 1, 5-7, 9-11 and 16 of novelty. 
D5 discloses pharmaceutical compositions comprising 
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B. INVENTION VI (Claims 1-17, all in parts) 

1. The following opinion as to novelty, inventive step 
and industrial applicability applies only to the 
subject matter concerning the (parts of the) claims 
for which a search report has been produced (PCT Rule 
66.1(e)), based on the documents cited in the search 
report . 

2. The following documents are referred to: 



Dl 
D2 
D3 
D4 
D5 
D6 
D7 
D8 



EP-A-0 855 184 

WO-A-98/18810 

WO-A-97/44346 

WO-A-94/25588 

WO-A-99/12027 

EP-A-0 468 520 

US-A-5 734 033 

CONNELL Y.S. ET AL . : "Anti-tumor activity of a 
CpG-containing oligodeoxynucleotide (ODN) in 
athymic mice", PROCEEDINGS OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH ANNUAL MEETING 
(MARCH 1999), Vol. 40, page 299. 



Novelty 



Dl (see reasons and citations in part A) destroys the 

novelty of Claims 1, 5-7, 9, 12 and 15-17. 

D2 (see reasons and citations in part A) destroys the 

novelty of Claims 1, 3-4, 7-8, 11 and 15-17. 

D3 (see reasons and citations in part A) anticipates 

the subject matter of Claims 1, 4-7, 9 and 12-16. 

D4 (see reasons and citations in part A) destroys the 

novelty of Claims 1, 2, 5-7, 9-11 and 16. 
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D5 (see reasons and citations in part A) destroys the 
novelty of Claims 1, 2, 4-7, 9 and 16. 



4. Inventive Step 

See part A, point 4, above. 



5. Industrial Applicability 

See part A, point 5, above. 
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VIIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are lulls 
supported by the description, are made: 

There appears to be a contradiction between the description 
on page 11, line 6, which describes SEQ. ID N c 2 as: 
TGAC T GT GAAG T T C GAGAT GA 

and page 11, line 16, which describes SEQ. ID W 2 as: 
TGACTGTGAACGTTCGAGATGA 
(see also page 14, line 19) , 
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